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Oxidative stress has been defined (Finkel and Holbrook, 2000) as a cell situation in which 
free radical or other oxidant agent production level is higher than cellular antioxidant defen-
ses. The oxygen free radicals or reactive oxygen species (ROS) are partially reduced oxygen 
derivatives, very oxidant and reagents, such as; superoxide anion (O•
2
-), hydroxyl radical (HO•), 
perhydroxyl radical (HO•
2
), alquil radical (RO•) and peroxyl radical (ROO•). More recently (Jones, 
2006), oxidative stress has been defined as a cellular stage in which an imbalance between 
oxidant and anti-oxidant molecules exist. At present, oxidative stress definition (Jones, 2008) is 
based on the “Redox” hypothesis, which is developed in four postulates: 
1) All living systems present redox elements which are molecules with rich Cys resi-
dues, and they take part in cell signaling processes, macromolecular traffic and physio-
logical regulation. 
2) The organization and coordination of these elements take place by “redox circuits”, 
which have common nodes, like glutathione (GSH) or thioredoxin (Trx). 
3) These “redox-sensitive” molecules are located in different cell compartments and 
they are activated by different signaling routes. And 
4) The oxidative stress consists in a dysfunction of these “redox circuits”, which may be 
originated by the interaction of ROS with any thiol antioxidants, alteration of any elec-
tronic transfer or the interruption of mechanisms controlling the normal flow across 
these pathways. 
These ROS can induce harmful effects in the cell, at three different levels: lipid peroxida-
tion (peroxidiced membranes are more rigid and loses its permiability and integrity) , oxidati-
ve damage in proteins (oxidation of certain amino acids can produce protein conformational 




times higher than that  in nuclear DNA). Damaged molecules (DNA and proteins) and organe-
lles (mitochondria) by oxidative stress must be eliminated by autophagy to maintain the cell 
homeostasis. A drastic cellular redox homeostasis alterationcan induce cell death by apoptosis, 
autophagy or necrosis (Scherz-Shouval and Elazar, 2007; Circu and Aw, 2008). 
Among  potential oxidative stress inducers a great variety of different chemical exist, 
such as; quinones, nafto- and nitroquinolones, polycyclic aromatic hydrocarbons and certain 
pesticides (malathion and paraquat) among organic compounds, and metals or metaloids from 
inorganic ones. 
Metal(oid)s can induce oxidative stress directly or indirectly. Metals with redox activity 
can produce free radicals by two main ways; auto-oxidation and Fenton/Haber-Weiss reactions 
(Halliwell and Gutteridge, 1999). Cadmium ions (Cd2+) can form ROS (mainly superoxide anions 
and hydrogen peroxide), which can originate damages in lipids, enzymes and DNA (Watjen 
and Beyersmann, 2004; Valko et al., 2005; Bertin and Averbeck, 2006). Arsenic cations (arsenate, 
As5+)generates a variety of ROS including superoxide, singlet oxygen, peroxyl radical, hydrogen 
peroxide orreactive nitrogen species (RNS), likenitric oxide. Copper (Cu2+) is an essential metal 
for all living systems.This metal has redox activity, therefore its toxic capacity is due to ROS for-
mation (mainly hydroxyl anions)and originating lipid peroxidation (at cytoplasm  membrane 
and mitochondria levels) and DNA damages. Zinc (Zn2+) is also an essential metal,it is presented 
in more than 300 metaloenzymes, with an important antioxidant function. However, at high 
concentrations this metal can be oxidant inducing apoptosis (Truong-Tran et al., 2001; Formiga-
ri et al., 2007). Lead (Pb2+) is another toxic metal which can induce superoxide anions, it can also 
form complexes with these anions that are more reactive and oxidants (Ahamed and Siddiqui, 
2007; Verstraeten et al., 2008). 
Paraquat is a herbicide interfering on cell antioxidant systems (glutathione and thiore-
doxin), which  alter the intracellular redox equilibrium originating oxidative stress and inducing 
apoptosis or necrosis (Takizawa et al., 2007). Menadione (vitamin K3) is a quinone that is used 
to induce oxidative stress. This oxidative process presents two main ways: decreasing the re-
duction capacity involved in oxidoreductase reactions and the superoxide radicals production 
(Thor et al., 1982). 
Cells use different antioxidant defenses against oxidative stress that can be classified 
in two categories: non-enzymatic and enzymatic antioxidants. The first category groups very 
diverse molecules, including glutathione and thioredoxin, vitamins, carotenoid pigments, me-
tallothioneins, phytochelatins and other Cys rich proteins. The enzymatic antioxidants include 
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enzymes join working against superoxide radicals and hydrogen peroxide, such as; superoxide 
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (Px), glutathione reductase (GR), thioredoxin reduc-
tase (TrxR), among others. 
Three different, but not exclusive, antioxidant systems exist in prokaryotic or eukaryo-





/TryR (trypanothion/trypanothion reductasa). 
Glutathione (GSH) is a tripeptide (g-L-glutamyl-L-cysteinylglycine), present in all aerobic 
organisms (from bacteria to animals) (Fahey, 2001; Meister and Anderson, 1983). It is the most 
abundant non-protein  thiol that defends against oxidative stress. In normal conditions, the cell 
concentration is into the range 0.5 - 10 mM, and about 98% of the total glutathione is in thiol-
reduced form (GSH). The structure of GSH is unique because the peptide bond linking gluta-
mate and cysteine is through the g-carboxyl group of glutamate rather than the conventional 
a-carboxyl group. The only enzyme that can hydrolyze this bound is g-glutamyl-transpeptidase 
(gGT), which is only present on the external surfaces of certain cell types. As a consequence, 
GSH is resistant to intracellular degradation and is only metabolized extracellularly by cells ex-
pressing gGT. The GSH synthesis involves two ATP-requiring enzymatic steps: formation of g-
glutamylcysteine from glutamate and cysteine and formation of GSH from g-glutamylcysteine 
and glycine. The first step is catalyzed by GCL (glutamate-cysteine ligase or formerly g-glutamyl-
cysteine synthetase). The second step is catalyzed by GSH synthetase (GS). GCL is considered 
rate limiting, so the overexpression of GS failed to increase GSH level whereas overexpression 
of GCL increases GSH level. 
GSH has several vital functions, including; antioxidant defense, detoxification of xeno-
biotics and other toxic agents, regulation of cell cycle and apoptosis, storage of cysteine (Cys), 
maintenance of redox potential, among others. 
Glutathione reductase (GR) is involved in the reduction of disulfide-oxidized (GSSG) to 
functional antioxidant GSH (thiol-reduced). This enzyme appears in all organisms with gluta-
thione, and it is included in the same family of thioredoxin reductase (TrxR). In animals two di-
fferent GR isoforms exists (cytoplasmic and mitochondrial), and both are encoded by the same 
gene. GR synthesis is up-regulated by several stressors and its gene expression is induced by 
oxidative stress. 
Glutathione transferases or glutathione-S-transferases (GSTs) are a superfamily of multi-
functional proteins. Their main activity consists in the transference of GSH to non-polar molecu-
les with carbon, nitrogen or sulphur atoms. A consequence of this reaction is the detoxification 
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of xenobiotic compounds and other environmental pollutants. Several GSTs might have pe-
roxidase, isomerase or thioltransferase activity (Board et al., 2000). GSTs are present in almost all 
organisms (eukaryotic or prokaryotic). This enzyme superfamily includes 4 families, according 
their cell location; cytosolic, mitochondrial, microsomal (MAPEG: Membrane Associated Proteins 
involved in Eicosanoid and Glutathione metabolism) and FosA (fosfomicin resistant bacterial 
proteins) GSTs. At present, the cytosolic GSTs are classified in 15 different classes, according to 
their amino acid sequences, 3D structure, enzymatic activity and immunological features. Three 
classes (Zeta, Theta and Omega) are present in all phyla, four classes (Alpha, Sigma, Mu and Pi) 
are animal specific, and two classes (Delta and Epsilon) are insect specific (Tu and Akgul, 2005; 
Udomsinprasert et al., 2005). Furthermore, there are three classes (Phi, Tau and Lambda) plant 
specific (Edwards and Dixon, 2005). Other GST classes have been only isolated from microor-
ganisms; a Gamma class from fungi (Sato et al., 2009), a Beta class from bacteria (Allocati et al., 
2009), and a Chi class from cyanobacteria (Wiktelius and Stenberg, 2007). GST genes from the 
same class appear in clusters on different chromosome regions. All cytosolic GSTs are homo 
or hetero-dimers  (two subunits from the same class), and each subunit has two binding sites; 
G region (domain-I residues) that is the GSH binding site and H region (domain-II residues) or 
substrate binding site. This last domain presents a large variability degree, which give a wide 
substrate range for these enzymes. 
Glutathione peroxidases (GPxs) are a superfamily of enzymes which catalyze the re-




) or organic hydro-peroxides to H
2
O or the corresponding 
alcohols, using GSH (or thioredoxin) as an electron-donor. Almost all mammalian GPxs are se-
lenoproteins (with a SeCys residue instead Cys in the enzyme active site). However, GPxs from 
bacteria, yeasts, plants and parasite protists lack the SeCys residue. The main function of these 
enzymes is the cell protection against the oxidative stress. 
Another antioxidant molecules are thioredoxins (Trx), which are small proteins (≈ 12 
KDa) with redox activity, present in all living systems (from bacteria to human). All Trx molecules 
have a conserved amino acid sequence (Cys-Gly-Pro-Cys) in their active site. Both Cys residues 
can give electrons for reduction different substrates. In general, thioredoxins can have two di-
fferent main functions; they can act like cofactors of several enzymes or antioxidant molecules. 
The expression of Trx genes are induced by oxidative stress. 
Thioredoxin reductase (TrxR) is involved in the Trx reduction using NADPH as electron-
donor. This enzyme is included into the flavoprotein oxidereductase family, which are homo-
dimerics. Two types of TrxRs can be distinguished; H-TrxRs (high molecular mass, ≈ 55 KDa) 
and L-TrxRs (low molecular mass, ≈ 35 KDa), and both are exclusive (at present, any sequenced 
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genome exist with both TrxR types). Between both types of TrxR sequences a low identity level 
(20 %) exists. H-TrxRs are selenoproteins, with SeCys in a very conserved sequence located in a 
second redox active site. L-TrxRs are present in bacteria, fungi, plants and certain microaerobic 
protists. L-TrxRs can only use thioredoxin as substrate unlike H-TrxRs which can use other subs-
trates (Gasdaska et al., 1999). 
Trypanothione (T[SH]
2
) is a low molecular mass thiol, constitutes by two glutathion mo-
lecules and one polyamine (spermidine). This antioxidant molecule is present in trypanosoma-
tids, which substitute the GSH/GR system by T[SH]
2
 / TryR system. The T[SH]
2
 (reduced-form) 
acts similarly to GSH, supporting the cellular redox homeostasis. This antioxidant system is not 
exclusive of trypanosomatids, because it has been also detected in Euglena gracilis (with both 
systems GSH/GR and T[SH]
2
/TryR) (Montrichard et al., 1999) and the pathogenic amoeba Nae-
gleria fowleri (without mitochondria and also with both systems) (Ondarza et al., 2006). This 
molecule is synthesized in two steps (both with ATP spending). In different Trypanosoma and 
Leishmania species both synthetic steps are catalyzed by only one enzyme; trypanothione syn-
thetase (TryS) (Oza et al., 2002).However, Crithidia fasciculata has two different enzymes (one 
for each step); glutathionyl-spermidine synthetase (GspS) and trypanothione synthetase (TryS). 
Some bacteria (like Escherichia coli) can synthesize glutathionyl-spermidine (Gsp), but not T[SH]
2
 
(Tabor and Tabor, 1975). These enzymes have two domains; N-terminal (with amidase activity) 
and C-terminal (with synthetase activity), which means that these enzymes have antagonistic 
functions; synthetase activity forms T[SH]
2
 and the amidase activity hydrolizes T[SH]
2
 releasing 
glutathione and spermidine. Trypanothione-oxidized is recycled to T[SH]
2
 by the enzyme trypa-
nothione reductase (TryR). Both enzymes (TryR and GR) present a high similarity. 
In this PhD research work, we try to reach the following aims: 
1) Know the GSH relevance in the cell stress response to heavy metals and other envi-
ronmental stressors in the ciliate Tetrahymena thermophila. 
2) Evaluate the cell necessity of antioxidant enzymes involved or not in GSH metabo-
lism under metal stress and other environmental stressors. 
3) Carry out an in silico comparative analysis of the selected antioxidant enzymes. 




2. MAJOR FINDINGS 
1) Tetrahymena  thermophila response to stress by Cd2+ using two main molecules with 
thiol groups; metallothioneins (Díaz et al., 2007) and glutathione (GSH) as a part of the antioxi-
dant system GSH/GR, which constitutes the reduction source against the oxidative stress indu-
ced by Cd2+. In this process are involved enzymes such as; GPxs (at least 5 GPx genes are over-
expressed) and TrxRs (at least 2 isogenes are over-expressed). Cd2+ also induced apoptosis in T. 
thermophila (Gutiérrez et al., 2008), which might involves modulating molecules like GSTs (at 
least 4 isogenes are over-expressed). 
2) In this ciliate, the use of GSH is the first cellular defense line against As5+ stress, which 
acts as a reduction source for enzymes involve in offset the oxidative stress originated by this 
metaloid. Enzymes, such as; GPxs and TrxRs (2 isogenes of each enzyme type are over-expres-
sed). Likewise, the reduction of As5+ to As3+ (reported by Yin et al., 2011 in this ciliate) needs GSH 
for the corresponding enzyme (arsenate reductase). Also, GSTs (at least 4 types of GST genes are 
over-expressed) spend GSH which can be transferred to derivates from the lipid peroxidation 
induced by As5+. In a second cellular defense line, after an extensive exposure to arsenate, me-
tallothioneins might have a detoxification role by binding this metaloid. 
3) Pb2+, like Cd2+ or As5+, also induces the expression of the antioxidant system GSH/GR 
genes; TtGCL and TtGR genes are significantly over-expressed under both short and extensive 
metal exposures. Also, TtGSTO1/6 andTtGSTT1/3 genes are induced like it occurs under Cd2+ or 
As5+. 
4) In general, the essential metals Cu2+ and Zn2+ induce a lower number of the selected 
genes, and present lower induction values. TtGspS2 and TtGspS4 genes (which are not expres-
sed under before metal(oid)s) are those that more express under these essential metals. Which 
is correlated with the highest intracellular trypanothione levels after treatment with these me-
tals. Seen to be that the exposure to these essential metals (with a lower toxicity regard non-
essential metals) does not require a cell defense as important as that against Cd2+ or As5+.
5) CDNB (substrate of GST enzymes and inducer of GST genes) is the molecule inducing 
the highest number of GST genes. All analyzed GST genes are over-expressed under CDNB, ex-
cepting the isoform TtGSTM40, like under the rest of analyzed stress conditions. 
Likewise, antioxidant system GSH/GR genes are over-expressed under the CDNB treat-





/TryR) also respond to CDNB, mainly the over-expression of the TtTrxR2 
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gene (among others) and the TtGspS4 gene (more than ≈ 200 times the basal gene expression). 
The cytoplasmic T[SH]
2
 concentration under CDNB treatment is similar to that in controls, there-
fore seen to be that CDNB demands  a higher T[SH]
2
 concentration, over-expressing the TtGspS4 
gene and the cell spend more T[SH]
2
 that is used in the cellular defense against the oxidative 
stress originated by the CDNB. 
6) MD seen not to be an oxidative stress inducer as strong as CDNB (after the same treat-
ment period). From all analyzed genes, only TtGCL gene is highly over-expressed (more than 
100 x), indicating the GSH necessity. Likewise, it is related with the total cellular GSH decrea-
sing and the cell mortality increasing induced by MD. PQ (after an extensive exposure) indu-
ces significantly the over-expression of five GST genes, TtGCL and TtGspS4 genes and only two 
TtTrxR genes. The ranking values of inducing capacity for the TtGCL gene is MD>>CDNB >PQ. 
TtGSTO1 is another induced gene by these stressors, with a different ranking induction values; 
CDMB>>PQ >MD. 
7) Acid pH(pH 5) induces almost exclusively the over-expression of the TtGCL gene (more 
than 100 x). The role of GSH under acid pH is very little known, however in bacteria GSH protect 
the cell against acid stress (Riccillo et al., 2000; Zhang et al., 2007). It is the first time that the over-
expression of a GCL gene induced by acid stress is reported in an eukaryotic microorganism. 
On the other hand, the total intracellular GSH level (after inhibiting the GCL enzyme by BSO) is 
similar to that from cells under acid pH without BSO. An interpretation of this result might be 
that the inhibition levels by BSO are lower that the production levels of new GCL enzyme, so 
maintaining the GCL enzyme levels to acid pHsimilar to that under neutral pH. At basic pH (pH 
9) not relevant gene induction is detected. 
8) An extensive starvation (24 h) only induces the over-expression (about 23 x) of the 
TtTrxR5 gene (without TrxR domain). This gene corresponds to the EST (DY678605.1) isolated 
from expression gene libraries obtained from T. thermophila starved during 1- 6 h (A.Turkewitz, 
unpublished data). This gene might have an important function during starvation, which is 
unknown yet. 
9) TtGCL gene.
9a) Like other eukaryotic microorganisms (Trypanosoma brucei or Schizosaccharomy-
ces pombe), the T. thermophila macronuclear genome contains only one copy of the gene 
TtGCL(encoding the GCL enzyme). 
9b) The inferred TtGCL protein sequence is unique among eukaryotic microorganisms, 
including other ciliates (Paramecium tetraurelia and Ichthyophthirius multifilis), because, at pre-
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sent,  it is the smallest GCL known (405 aa). Though, the TtGCL is more similar to GCLs from 
chloroplasts, certain pathogen bacteria and cyanobacteria. However, the identity of this protein 
classifies it into the eukaryotic group (excluding plants), together mammalians, insects, nema-
todes and parasite protozoa. From a phylogenetic point of view the TtGCL is included into pro-
tist group, which seen to have as common ancestor the GCL from Trypanosoma (kinetoplastid), 
that, in turn, might be related with cyanobacteria GCLs. Three ciliate analyzed GCLs are connec-
ted with the PbGCL (from Plasmodium berghei) (apicomplexa), which is in agreement with the 
phylogeny based on a y b-tubulins. 
9c) A possible evolutionary history of GCLs, after application the serial endosymbiosis 
might have been the following; Cyanobacteria --> chloroplasts (secondary endosymbiosis in 
a first aerobe eukaryotic cell) -->Rhodophyta --> (tertiary endosymbiosis in a heterotroph fla-
gellated - Euglenida) -->Heterotroph Dinoflagellata (Cryptomonad) --> (another tertiary endo-
symbiosis in a heterotroph flagellated) --> Ciliate (Ciliophora). In the list of plastid genes which 
might have been transferred from the plastid genome to the host nucleus (heterotroph euka-
ryotic cell), there is two related with GSH metabolism ; GSH reductase and GSH peroxidase. To 
this list, we can also incorporate to GCL (phylogenetically previous to the before cited GSH 
enzymes), and GCL from T. thermophila and other ciliates corroborate this possible phylogeny 
model. 
9d) The transcriptional induction of the TtGCL gene is higher to short exposures (2h) 
of the metal(oid) with regard longer exposures (24h). It is in agreement with the idea that cell 
response fast against oxidative stress induced by the metal(oid) (first cellular line of defense). 
Indicating that in T. thermophila (like other organisms) GSH is an essential molecule against 
oxidative stress.
10) The T. thermophila GST family.
10a) The T. thermophila macronuclear genome has 63 gene isoforms encoding putative 
GSTs. So, at present, this ciliate is the living thing with the highest number of GST genes. After 
an in silico structural analysis of inferred amino acid sequences, 47 GSTs (≈ 74%) are classified 
into Mu class (until now a GST class exclusive of mammalian). Besides, both T. thermophila and 
P. tetraurelia present two GST isoforms non-classifiable in any known GST group, so they can be 
consider as specie-specific GSTs. 
10b) Unlike human, the majority of T. thermophila GST genes do not have introns. This 
absence prevents the “alternative-splicing” process that involves variability among GSTs. It mig-
ht be an explanation for the raised number of GST isogenes presents in this ciliate, which are 
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necessary to respond to different substrates. On the other hand, all P. tetraurelia GST genes have 
introns. Like other organisms, GST genes appear  clustered in the same or different chromoso-
mes. Near genes into the same cluster have a higher sequence homology, which might indicate 
that these isogenes have been originated by gene tandem duplication and posterior divergen-
ce (paralogs).
10c) Unlike GSTs from other protozoa (Blepharisma japonicumy, Plasmodium falciparum), 
those from T. thermophila are the only onemore similar to mammalian GSTs (at both levels; se-
quence homology and 3D structure).
10d) The presence of Mu class GSTs in ciliated protozoa, such as; T. thermophila and P. te-
traurelia, changes some aspects  of the standard model on the evolutionary history of cytosolic 
GSTs: 
a) Mu class GSTs cannot be already consider exclusive from mammalians. Ciliates 
date back from Proterozoic (Paleo-/Mesoproterozoic, ≈ 109 years ago), so they are 
older than fungi, and, of course, than vertebrates, therefore the Mu class seen to 
be more ancient that previously considered. 
b) Likewise, the presence of Tyr (Y) into the catalytic domain (G-site) seen not to 
be an innovation of the mammalian Mu class GSTs, because it already existed in 
ciliate GSTs, coexisting with Ser (Theta and Zeta GSTs) and Cys (Omega GSTs). 
10e) Three T. thermophila Mu class GSTs (TtGSTM1, M8 and M45) present unique features 
among known GSTs: 
- TtGSTM1 is the first described GST with a “Ring-finger” domain, and a possible 
enzymatic activity similar to E3 enzymes (ubiquitin-ligase), besides the corres-
ponding GSH transferase activity. 
- TtGSTM8 is the first described GST with a GCC domain, and it might be involved 
in the organization and/or function of Golgi system. 
- The three Mu GSTs (M1, M8 and M45) present trans-membrane domains and 
homology with typical Mu class cytosolic GSTs (or soluble not associated to 
membranes). Therefore, it constitutes an interesting exception find three cytoso-
lic GSTs which, however, are membrane associated. 
10f ) A comparative analysis of the different TtGST gene expression patterns, reveals that 
certain differential gene expression level exists among some of them. For instance; TtGSTM3 
and TtGSTZ2 genes are over-expressed almost exclusively at acid or basic pH unlike the rest 
of analyzed GST genes. With regard to GST gene induction by metal(oid)s, a gene expression 
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ranking exist among TtGST genes; the TtGSTZ2 gene is in the first place in the ranking, together 
TtGSTO1 and TtGSTO6 genes. So, these GST genes might encode the main GST involved in the 
stress response against non-essential metal(oid)s. Cd2+ and As5+ induce the highest number of 
TtGST genes, and, on the other hand, Zn2+ and Cu2+ (essential metals) induce the lowest number 
of TtGST genes. 
10g) The specie-specifics TtGST genes (TtGSTN1 and N2) together TtGSTM9 and TtGSTZ1, 
are those showing a higher selectivity or specificity to stress (only are over-expressed by 3 or 
4 stressors). On the other hand, TtGSTM3, TtGSTO1 and TtGSTZ2 genes show a more wide stress 
response or against a higher number of different stressors. All studied TtGST genes(excepting 
TtGSTM40) respond to the GST inducer (or substrate) CDNB, independently that it can be used 
or not as a substrate for these enzymes. So, it seen to be that the “GST substrate” and “GST gene 
expression inducer” CDNB features might be independent. 
10h) Both ciliate-models, T. thermophila and P. tetraurelia, are paradigmatic examples of 
gene redundancy. This phenomenon is a gene mechanism for cell environmental adaptation, 
which produces ecoparalogs with intermediate or low divergency (high identity %). The T. ther-
mophila GST family seen to beconstitutes, at least partly, by ecoparalogs. 
11) The T. thermophila TrxR family and GR.
11a) The ciliate T. thermophila, together parasite protozoa from the aplicomplexa group, 
presents H type TrxRs. At present, they are the only one from Alveolata phylum in which both 
TrxR and GR enzymes coexist. 
11b) Three (from the five) TtTrxRs (TtTrxR1, R3 and R4) are selenoproteins, which may be 
included into the III type (like those from mammalians), while the rest (TtTrxR2 and R5) might 
be included into II type (like those from insects). The phylogenetic analysis reveals a possible 
common origin of TtGR with TrxRs, which might have a common origin with an ancestral pro-
tein similar to GR. It might involve that, at least in some protists (like Tetrahymena),the GR could 
arise from a TrxR that lost the typical catalytic C-terminal domain (common in these enzymes). 
11c) The low number of selenoproteins presents in the ciliate T. thermophila (a microorga-
nism habitually living in aquatic ecosystems), do not corroborate the hypothesis from Lobanov 
et al. (2007), according to which aquatic organisms have a major number of selenoproteins. 
11d) The quantitative gene expression analysis (qRT-PCR) of these genes revealed that 
a different temporal response among the five TtTrxR gene isoforms exists. Three of them over-
express to short exposures, while two over-express to longer exposures, independently of the 
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stressor. On the other hand, the TtGR gene expression is higher or lower depending on the 
stressor type but not on exposure time. TtTrxR2, TtTrxR5 and TtGR genes over-express at highest 
levels under As5+ or Cd2+ exposure (both generate oxidative stress). These three genes are not 
selenoproteins, it might suggest that Cys residues (with -SH groups instead -SeH groups) might 
have a major affinity to metal(oid)s, and so inhibiting the catalytic domain of these enzymes. 
Then, it might induce an over-expression of these genes, so increasing the cell concentration of 
viable enzymes. 
12) The T. thermophila T[SH]
2
 / TryR system and genes similar to TryS or GspS. 
12a) The T. thermophila macronuclear genome has 4 genes similar to GspS from other 
organisms (mainly with bacterial GspS). Any of them have the amidase domain, so their simila-
rity with other GspS or TryS resides exclusively in the synthetase domain. The only presence of 
synthetase domain in these TtGspS constitutes an unique feature among the rest of organisms 
with TryS or GspS (with both domains). 
12b) GspS2 gene express under non-stress conditions, excepting under a prolonged Zn2+ 
exposure. 
12c) CDNB treatment demand more amount of T[SH]
2
, TtGspS4 gene is over-expressed 
and the T[SH]
2
 requirement is higher, while Cu2+ treatment demand less T[SH]
2
, the TtGspS4 ge-
nes down-expressed, spending less and accumulating more T[SH]
2
. 
12d) The existence of T[SH]
2
 in T. thermophila has been showed by HPLC and mass spec-
trometry. However, T. thermophila putative genes which might be involved in T[SH]
2
 synthesis 
are more similar to GspS. Like in several trypanosomatid protozoa that only exist one enzyme 
(named as TryS) which catalyze both steps of the T[SH]
2
 synthesis, we propose that in this ciliate 
might exist an enzyme (more similar to GspS) with capacity to catalyze both steps. 




) has been detected, and  it 
corroborates the existence of T[SH]
2
 in this ciliate. Though this enzymatic activity is about three 
times lower than GR activity, both activities increase under metals (Cu2+ and Zn2+) treatments.
However, we have not found any TryR homologous gene in the macronuclear genome of this 
ciliate. Due to the structural similarity with TryRs, some of the three TtTrxR (R1, R2 or R4) might 
have this function. Mainly TtTrxR2, because the corresponding gene (TtTrxR2)is over-expressed 
under Cu2+ or CDNB treatment, which agrees with the higher TryR enzyme activity obtained 
under these same treatments. 
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12f ) Due to the presence of the T[SH]
2
 / TryR system in the ciliate T. thermophila, the 
model on the evolutionary history of the TryS / GspS, proposed by several authors (Manta et 
al. 2013; Oza et al. 2005), should be modified. The new model that we propose involves that a 
gene duplication and diversification of the GspS gene, present in a kinetoplastid and alveolata 
common ancestor, originated the TryS gene and the T[SH]
2
 production. Later, in some trypano-
somatid and ciliates, the loss of the GspS gene copy (like in T. brucei) or TryS gene copy (like in T. 
thermophila) might have been originated. And so, both steps of the T[SH]
2
 synthesis might be 
carried out for only one enzyme (TryS or GspS). 
3. CONCLUSIONS
From results obtained in this PhD research-work, we infer the following general conclu-
sions: 
1) At present, Tetrahymena thermophila is the only free living protist in which three diffe-




/TryR) coexist. According to global 





/TryR. Therefore, in this ciliate the Try[SH]
2
/TryR system might have a 
secondary function in maintaining the cell redox equilibrium, though the three systems might 
also act coordinately on the cellular antioxidant defense. 
2) Results from experiments with BSO (a GSH biosynthesis inhibitor) or NEM (a thiol 
group blocker), have shown the relevance of GSH and other molecules with (-SH) groups in the 
cellular defense against metal(oid)s or oxidant agents. 
3) T. thermophila GCL is unique among studied eukaryotic microorganisms, because, at 
present,  it is the smallest GCL known (405 aa). Due to its phylogenetic location, the GCL of this 
ciliate might corroborate its possible plastid origin, together others GSH metabolism enzymes 
(like GSH reductase and GSH peroxidase). 
4) At present, T. thermophila is the living thing with the highest number (63) of GST gene 
isoforms. About 74% of them have been classified into the Mu class, which has been consider 
a GST class exclusive of mammalians. Therefore, the presence of Mu class GSTs  in ciliates, such 
as; T. thermophila or Paramecium tetraurelia, alters certain aspects of the standard-model on the 
evolutionary history of the cytosolic GSTs.
5) A comparative gene expression analysis by qRT-PCR of GST gene isoforms, has re-
vealed certain differential gene expression level among some of them, under different stress 




6) Experiments with CDNB (substrate and inducer of GST genes) have shown the possibi-
lity that the “GST substrate” character and “GST gene inducer” might be independent features. 
7) At present, T. thermophila and parasite protozoa from Aplicomplexa phylum, are the 
only one from the Alveolata super-phylum in which both enzymes TrxR and GR coexist. Likewise, 
it is the only non-photosynthetic protist nor parasite presenting H-type (high molecular mass) 
TrxRs, which are characteristic of animals. 
8) The phylogenetic analysis reveals a possible common origin of TtGR with TrxRs, which 
might have a common origin with an ancestral protein similar to GR. It might involve that, at 
least in some protists (like Tetrahymena),the GR could arise from a TrxR that lost the typical ca-
talytic C-terminal domain (common in these enzymes).
9) The only presence of synthetase domain in four T. thermophila GspSs constitutes an 
exclusive feature of this microorganism, because the rest of studied organisms with GspS or 
TryS always present both domains (amidase + synthetase). 
10) We propose that, like it occurs in some trypanosomatids with only one enzyme 
(identified as TryS) which catalyze both steps of the Try[SH]
2
 synthesis, in T. thermophila might 
exist also only one enzyme (more similar to GspS) with capacity to catalyze both phases of the 
Try[SH]
2
 synthesis.  
11) Due to the presence of the T[SH]
2
 / TryR system in the ciliate T. thermophila, the evolu-
tionary history model for TryS / GspS, proposed by several authors, should be modified. The new 
model that we propose involves that a gene duplication and diversification of the GspS gene, 
present in a kinetoplastid and alveolata common ancestor, originated the TryS gene and the 
T[SH]
2
 production. Later, in some trypanosomatid and ciliates, the loss of the GspS gene copy 
(like in T. brucei) or TryS gene copy (like in T. thermophila) might have been originated. And so, 
both steps of the T[SH]
2
 synthesis might be carried out for only one enzyme (TryS or GspS). 
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1. ESTRÉS OXIDATIVO. CONCEPTO Y CONSECUENCIAS BIOLÓGICAS.
Hasta hace poco tiempo, se definía estrés oxidativo como la situación que experimenta 
cualquier sistema biológico, cuando la producción de radicales libres u otros agentes oxidantes 
es superior a la capacidad de sus defensas antioxidantes (Finkel and Holbrook, 2000). Los radi-
cales libres, son moléculas con capacidad de difusión y de pequeño tamaño, que poseen un 
electrón desapareado en su orbital más externo. Los radicales libres de oxígeno, más conocidos 
como especies reactivas de oxígeno (ROS), son derivados parcialmente reducidos del oxígeno, 
muy oxidantes y reactivos. Entre ellos se incluyen el anión superóxido (O•
2
-), el radical hidroxilo 
(HO•), el radical perhidroxilo (HO•
2
), el radical alquil (RO•) y el radical peroxil (ROO•).
De los notables avances en este tema, que han aparecido en los últimos años, ha surgido 
una nueva definición más completa de estrés oxidativo. Por lo tanto, actualmente se conside-
ra que estrés oxidativo es el estado celular en el cual existe un desequilibrio entre moléculas 
oxidantes y moléculas antioxidantes, que produce daño macromolecular y la distorsión de los 
circuitos redox tiólicos, lo que conlleva la disfunción de los mecanismos de control y señaliza-
ción celular mediados por estos sistemas redox (Jones, 2006) (Figura 1). Además, en esta nueva 
definición se consideran todas las moléculas oxidantes y no sólo los radicales libres, debido a 
que cuantitativamente son más importantes los oxidantes no radicales, como el peróxido de hi-
drógeno. La definición actual de estrés oxidativo se fundamenta en la hipótesis “Redox” (Jones, 
2008), formulada en cuatro postulados o conclusiones, que se originan de los datos experimen-
tales más recientes. Estos postulados son los siguientes:
1) Todos los sistemas biológicos poseen elementos redox, ricos en residuos de cisteína, 
que participan en procesos de señalización celular, tráfico de macromoléculas y regu-
lación fisiológica.

















redox, que dependen de elementos comunes, como por ejemplo, el glutatión o la tio-
rredoxina.
3) Estos elementos redox-sensibles están distribuidos en compartimentos celulares di-
ferentes y se activan mediante diferentes rutas de señalización.
4) El estrés oxidativo consiste en la disfunción de estos circuitos redox, causada por 
una reacción específica con cualquiera de estos elementos tiólicos, la alteración de 
cualquier ruta de transferencia electrónica o bien, la interrupción de los mecanismos 
que controlan el flujo a través de estas vías.
Por lo tanto, se puede producir estrés oxidativo tanto por procesos naturales endógenos 
(como por ejemplo, alteraciones de las cadenas respiratorias o fotodependientes de transpor-
te electrónico), como por la exposición a toda una gama de elementos físicos o químicos y 
compuestos de naturaleza química muy variada, entre los que cabe destacar ciertos metales y 
metaloides, pesticidas organoclorados y organofosfatados, bifenilos policlorados (PCBs), hidro-
carburos poliaromáticos (PAHs), dioxinas, radiaciones, quinonas y epóxidos (Valavanidis et al., 
2006; Franco et al., 2009).
En la respiración, los organismos vivos producen energía (ATP), mediante una serie de 
reacciones redox, en las que los electrones van “saltando” de unas moléculas a otras, y la energía 
que se libera en estos saltos se acopla a la producción de ATP. Cuando se trata de respiración 
Figura 1. Desequilibrio entre móleculas oxidantes y antioxidantes. 
El estrés oxidativo puede ser provocado por un incremento de las es-
pecies reactivas de oxígeno (Ox) o por una disminución de las defensas 
antioxidantes (AntiOx). El incremento descontrolado de los sistemas an-











aerobia, el aceptor final de estos electrones es el oxígeno. Al ganar electrones, el oxígeno se 
reduce por un mecanismo que recibe el nombre de “vía univalente de reducción del oxígeno” 
(Figura 2). Este modelo implica que el oxígeno gana electrones uno a uno de forma que en el 
proceso se generan tres formas no reducidas totalmente del oxígeno, el radical superóxido, el 
peroxido de hidrógeno, que no es un radical, pero que puede generarlos y el radical hidroxilo. El 
radical hidroxilo es considerado el más reactivo y el principal iniciador del ataque a todo tipo de 
macromoléculas. Su alta reactividad le impide su difusión a largas distancias a través de la cé-
lula. El anión superóxido no es tan reactivo como el radical hidroxilo, pero es capaz de inactivar 
diversas enzimas. Además, en combinación con el peróxido de hidrógeno, es capaz de generar 
radical hidroxilo. Al conjunto de radicales libres y otras moléculas parcialmente reducidas del 
oxígeno se les denomina especies reactivas de oxígeno (ROS), y en exceso pueden ser capaces 
de producir estrés oxidativo (Turrens, 2003). Sin embargo, en organismos superiores, algunos 
radicales libres (peróxido de hidrógeno, superóxido, peroxilo, óxido nítrico, etc) pueden indu-
cir efectos biológicos beneficiosos, principalmente en procesos de regulación celular (Dröge, 
2003). Diferentes enzimas oxidantes pueden ser otras fuentes endógenas de producción de 
ROS en las células. La xantina oxi-
dasa, NADPH oxidasa o triptófano 
dioxigenasa que pueden originar 
anión superóxido, mientras que 
otras enzimas como la guanilato 
ciclasa y glucosa oxidasa generan 
peróxido de hidrógeno (Vigo-Pel-
frey, 1990; Vignais, 2002).
En presencia de metales como el hierro o el cobre tiene lugar la combinación de la reac-
ción de Haber-Weiss y la reacción de Fenton de forma que se incrementa la cantidad de radical 
hidroxilo (Leonard et al., 2004). 
El desequilibrio entre moléculas prooxidantes y sistemas antioxidantes tiene efectos no-
civos para la célula. Este daño se produce principalmente a tres niveles:
Peroxidación lipídica: En organismos aerobios, los fosfolípidos de membrana están so-
metidos continuamente a oxidantes, procedentes de fuentes endógenas y exógenas. Los pro-
ductos resultantes de la peroxidación de membranas y la peroxidación lipídica son un riesgo 
constante para las células. La peroxidación lipídica comprende una serie de reacciones oxida-
tivas en cadena, que afectan a los ácidos grasos, especialmente insaturados, que son más sen-
sibles a las reacciones producidas por ROS, debido a la presencia de dobles enlaces. Comienza 
Figura 2. Vía univalente de reducción de oxígeno. En esta vía, 
el oxígeno gana electrones uno a uno y de esta manera se gene-
ran radicales libres y peróxido de hidrógeno.
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con una reacción de iniciación, que consiste en la extracción de un electrón de un átomo de 
carbono contiguo a un doble enlace, componente del lípido poliinsaturado. De esta manera, se 
forma un radical lipídico alquil, que en presencia de O
2
 dará lugar a un radical lipídico peroxil. 
Los peróxidos orgánicos así formados atacan a otros ácidos grasos propagando la reacción de 
peroxidación. La terminación de esta cadena de reacciones de peroxidación lipídica es el re-
sultado de interacciones entre radicales lipídicos para dar lugar a compuestos no radicales del 
tipo 4-HNE (4-hidroxi-2-nonenal) o a la interacción de los radicales lipídicos con antioxidantes 
como la vitamina E. Los hidroperóxidos lipídicos pueden descomponerse fácilmente en varias 
especies reactivas, incluyendo radicales lipídicos alcoxil, aldehídos, alcanos, epóxidos lipídicos 
y alcoholes. Los principales productos de la peroxidación lipídica son el malondialdehído y el 
4-HNE. Estos productos derivados de la peroxidacion lipídica pueden formar bases alteradas 
(DNA adducts), dando lugar a mutaciones en bacterias y células de mamífero y patrones altera-
dos de expresión génica. Asimismo, estos productos son carcinogénicos y pueden alterar pro-
teínas (Valko et al., 2007; Catala, 2009). Las membranas peroxidizadas son más rígidas y pierden 
su permeabilidad e integridad. Estos daños alteran irreversiblemente la funcionalidad de estas 
membranas y causan la inactivación de las enzimas localizadas en ellas (Catala, 2009).
Daño oxidativo a proteínas: Otra diana importante de las especies reactivas de oxígeno 
son las proteínas. Los mecanismos básicos involucrados en la oxidación de proteínas se han ob-
tenido a partir de experimentos de exposición de proteínas, péptidos y aminoácidos a radiacio-
nes ionizantes, tratamiento que sólo produce radicales hidroxilo y superóxido. Los resultados 
de estos estudios indican que la oxidación mediada por ROS puede ocasionar fragmentación 
de la cadena polipeptídica, oxidación de las cadenas laterales de los aminoácidos y a la forma-
ción de uniones proteína-proteína (Stadtman, 1998; 2006). Las oxidaciones de los aminoácidos 
dan lugar a derivados carbonilados, derivados hidroxilados y otros aminoácidos. Los aminoáci-
dos más sensibles a la oxidación son histidina, metionina, prolina, arginina, lisina y cisteína. La 
oxidación de estos aminoácidos puede producir cambios conformacionales en las proteínas, de 
tal forma que se altere la funcionalidad de las mismas. Asimismo, puede generar uniones cru-
zadas proteína-proteína (Stadtman, 2006). En células eucariotas, las proteínas oxidadas tienden 
a formar agregados tóxicos con lípidos modificados y lisosomas, denominados genéricamente 
lipofuscina.
Daño oxidativo en el ADN: El ADN nuclear y mitocondrial es otro de los componentes ce-
lulares clave, que es especialmente susceptible al estrés oxidativo, inducido por especies reacti-
vas de oxígeno. Además de las ROS, las especies reactivas de nitrógeno, como los peroxinitritos 











al., 2006). Se producen oxidaciones de pirimidinas y principalmente de purinas, delecciones, 
producción de sitios sin base (apurínicos), rupturas de hebra, puentes cruzados entre proteínas 
y ADN y reorganizaciones cromosómicas (Halliwell and Gutteridge, 1999; Valko et al., 2004). Por 
su proximidad a la fuente de radicales libres, la mitocondria es el orgánulo principal de la célula 
donde se genera anión superóxido. El daño oxidativo que se produce sobre el ADN mitocon-
drial es unas 15 veces superior al del ADN nuclear. Se han identificado más de veinte productos 
resultantes de la modificación oxidativa de las bases del ADN. La modificación por oxidación 
más importante y estudiada es la generación de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OH-dG), que con-
lleva transversiones (GC-TA) (Kasai, 2002). Estas alteraciones pueden conducir a mutaciones, 
aunque existen mecanismos de reparación generales y específicos que pueden reparar las ba-
ses modificadas (Valko et al., 2004).
Las moléculas dañadas, principalmente ADN y agregados proteicos, así como mitocon-
drias y otros orgánulos alterados por las ROS deben ser eliminados por procesos de autofagia, 
para el mantenimiento de la homeostasis celular (Scherz-Shouval and Elazar, 2007). La acumu-
lación de estos restos moleculares y celulares se asocia a diversos procesos fisiopatológicos im-
portantes en mamíferos, como el envejecimiento celular, diabetes, arteriosclerosis, enfermeda-
des cardiovasculares, carcinogénesis y ciertos trastornos neurodegenerativos (enfermedad de 
Parkinson, Alzheimer, etc) (Valko et al., 2007). Además, a nivel celular, un drástico desequilibrio 
de la homeostasis redox puede ocasionar la muerte celular por autofagia, apoptosis o necrosis 
(Scherz-Shouval and Elazar, 2007; Circu and Aw, 2008).
 Por último, hay que señalar que la presencia de ROS no sólo puede causar efectos dele-
téreos en las células, sino que a bajas concentraciones las ROS son necesarias como mensajeros 
en rutas de regulación y señalización celular. Así, se ha descrito la implicación de ciertas ROS en 
procesos de control de algunos factores de transcripción involucrados en crecimiento, diferen-
ciación, inflamación y apoptosis (Arrigo, 1999; Dalton et al., 1999; Morel and Barouki, 1999).
2. INDUCTORES EXÓGENOS DE ESTRÉS OXIDATIVO.
Como hemos comentado con anterioridad, en el metabolismo celular se producen es-
pecies reactivas de oxígeno y otras moléculas oxidantes. El 2 % del oxígeno utilizado en la mi-
tocondria para la respiración celular, no llega a reducirse completamente y se transforma en 
radicales libres de oxígeno o peróxido de hidrógeno. Pero no sólo en la mitocondria se generan 
estas moléculas oxidantes. Además de por la acción de la citocromo oxidasa, el radical superóxi-








La producción endógena de ROS y otras moléculas oxidantes se incrementa notable-
mente cuando las células o los organismos son expuestos a una amplia gama de compuestos 
químicos, generalmente considerados como contaminantes ambientales, que pueden desviar 
electrones individualmente de las cadenas transportadoras, generando radicales libres. Estos 
compuestos son de naturaleza química muy variada. Entre ellos cabe destacar las quinonas, 
nafto- y nitroquinolonas, hidrocarburos aromáticos policíclicos y ciertos pesticidas como mala-
tion o paraquat. También se ha asociado la producción de especies oxidantes con la presencia 
de metales y metaloides. Por otra parte, ciertos agentes físicos como las radiaciones pueden 
conducir a una situación de estrés oxidativo. Así, las radiaciones ionizantes producen ROS por 




, mediante reacciones fotoquí-
micas. A continuación exponemos con más detalle los efectos de algunos metales pesados y 
metaloides y, otros agentes químicos oxidantes, que han sido utilizados en el presente trabajo. 
2.1 Metales pesados y metaloides.
Existe una gran controversia en torno a la definición de metal pesado. En sentido estricto 
los metales pesados son aquellos elementos metálicos cuya densidad es superior a 5 g/cm3. Sin 
embargo, en la práctica, el término metal pesado se utiliza en sentido mucho más amplio, para 
designar a aquellos metales que son tóxicos o potencialmente tóxicos para los sistemas bioló-
gicos y además presentan gran relevancia como contaminantes ambientales (Gadd, 2000).
Hasta el presente, sólo se ha reportado citotoxicidad mediada por estrés oxidativo en 
algunos metales esenciales, no esenciales (Fe, Cu, Cr, Co, Va, Ni, Cd o Hg) y metaloides, como el 
arsénico (Valko et al., 2005, Franco, 2009). La inducción de estrés oxidativo por metales pesados 
es un fenómeno complejo de carácter multifactorial. Para empezar, el comportamiento de los 
metales es diferente en función de que éstos presenten o no actividad redox (Liochev, 1999). 
Algunos de estos metales tienen actividad redox, es decir, más de una valencia o estado de 
oxidación, como Fe, Cu, Cr, Va y Co, mientras que otros sólo tienen una valencia como Cd, Pb, Hg 
y Ni, y carecen de reacciones de reciclaje redox (Valko et al., 2005). Los metales pesados y meta-
loides como el arsénico pueden producir directa o indirectamente estrés oxidativo, mediante 
dos tipos básicos de mecanismos: la generación de especies oxidantes y la disminución de los 
sistemas antioxidantes (Stohs and Bagchi, 1995). Sin embargo, existen algunas características 
específicas, dependiendo de la naturaleza química y propiedades del metal (Valko et al., 2005; 











Los metales con actividad redox pueden producir radicales libres por dos vías principa-
les: la autooxidación y la vía de Fenton/Haber-Weiss. En presencia de oxígeno, algunos metales 
son capaces de auto-oxidarse y generar anión superóxido y peróxido de hidrógeno (Yamamo-
to and Kawanishi, 1991) (Figura 3). En la vía de Fenton-Haber Weiss, en presencia de Fe u otros 
metales de transición como el Cu que catalicen la reacción, el radical superóxido y el peróxido 
de hidrógeno se combinan para dar lugar al radical hidroxilo, más nocivo (Figura 4) (Halliwell 
and Gutteridge, 1999). La reacción Haber-Weiss, catalizada por hierro, parece ser el mecanismo 
principal de generación del radical hidroxilo en sistemas biológicos (Liochev, 1999).
Además de su efecto directo por la producción de especies oxidantes, los metales pesa-
dos pueden ocasionar estrés oxidativo indirectamente, al inhibir o bien consumir los sistemas 
antioxidantes de defensa, lo cual produce una pérdida más o menos duradera de la homeos-
tasis redox. El mecanismo es distinto según se trate de antioxidantes de carácter enzimático o 
no enzimático. La mayoría de las enzimas antioxidantes son metaloenzimas, es decir, requieren 
ciertos cationes metálicos para adoptar su conformación activa. Se ha propuesto que los ca-
tiones metálicos tóxicos (Cu2+, Hg2+, Cr2+, etc) podrían sustituir a los metales esenciales en sus 
sitios específicos de unión a la proteína, inactivándola, o bien, interrumpirían las interacciones 
de estas enzimas con sus respectivos cofactores (Kang, 1997). 
 Los cationes metálicos tóxicos tienen gran afinidad por los grupos tiólicos. La mayoría 
de antioxidantes no enzimáticos (glutatión, metalotioneínas, etc) poseen una elevada propor-
ción en residuos de cisteína que interaccionan fácilmente con estos cationes, quelándolos e 
impidiendo así que desencadenen sus efectos tóxicos. Esto conlleva una disminución en los 
niveles constitutivos de las defensas antioxidantes celulares que deben recobrarse para que no 
se produzca una situación de estrés oxidativo (Kang, 1997).
Figura 3. Autoxidación de metales. Los 
metales con más de una valencia son capa-
ces de auto-oxidarse en presencia de oxíge-
no produciendo radical superóxido. Además, 
el superóxido producido, en condiciones de 
pH ácido, oxidan también el metal dando lu-
gar a peróxido de hidrógeno.
Figura 4. Reacciones de Fenton/Haber-Weiss. En la reac-
ción de Fenton cationes metálicos se combinan con el pe-
róxido de hidrógeno, de tal forma que el metal se reduce, 
pero se produce radical hidroxilo que es altamente reactivo. 
En la reacción de Haber-Weiss, el metal reducido se vuelve 
a oxidar en presencia de superóxido, de tal forma que se 
produce un “bucle” oxidando y reduciendo el metal y produ-
ciendo en cada ciclo radicales hidroxilo. 
Metaln-1 + O2 Metaln O2·-+


















2.1.1 Cadmio (Cd): Es un metal no esencial y sin ciclo de reciclaje redox, que está con-
siderado como uno de los contaminantes inorgánicos más tóxicos y por lo por lo que, se ha in-
cluido en la lista de contaminantes prioritarios de la EPA (US Environmental Protection Agency) y 
de la Unión Europea (Valko et al., 2005; Bertin and Averbeck, 2006). Está considerado como car-
cinogénico por la IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) (Waalkes et al., 1984; Jose-
ph, 2009). A nivel celular bloquea los canales de membrana para Ca2+ e inhibe diversas enzimas. 
En mamíferos, tiene propiedades genotóxicas que son consecuencia de la producción de ROS e 
interferencias en los mecanismos de reparación del ADN (Bertin and Averbeck, 2006). Además, 
este catión metálico bloquea la fosforilación oxidativa y la gluconeogénesis, produciendo im-
portantes efectos negativos sobre el crecimiento y diferenciación celular, que pueden inducir 
apoptosis (Rana, 2008). En el hombre, la intoxicación con Cd tiene importantes consecuencias 
para la salud, entre las que cabe destacar, alteraciones óseas y renales, deficiencias en el sistema 
inmune, cáncer prostático y hepático (Bertin and Averbeck, 2006; Joseph, 2009).
Al menos en mamíferos, se ha comprobado que gran parte de la citotoxicidad y geno-
toxicidad del cadmio se debe a la formación de especies reactivas de oxígeno, principalmente 
anión superóxido y peróxido de hidrógeno, que causan importantes lesiones oxidativas en lípi-
dos, diversas enzimas y en el ADN (Watjen and Beyersmann, 2004; Valko et al., 2005; Bertin and 
Averbeck, 2006).
2.1.2 Arsénico (As): Metaloide no esencial que se encuentra en el ambiente tanto en 
forma orgánica como inorgánica y presenta dos estados de oxidación principales, arsenito 
(As3+) o arseniato (As5+). Es un potente agente mutágeno y carcinogénico que causa en el hom-
bre graves alteraciones degenerativas, inflamatorias y neoplásicas en el sistema respiratorio, 
reproductor, nervioso e incluso en la piel (Franco et al., 2009). Es un importante inhibidor enzi-
mático del proceso respiratorio mitocondrial, capaz de generar especies reactivas de oxígeno 
y de nitrógeno, principalmente peróxido de hidrógeno, superóxido, oxígeno singlete, radical 
peroxil, óxido nítrico y por último, radicales peroxilo dimetil arsénico (Valko et al., 2005; Rana, 
2008). La producción de ROS y su toxicidad mitocondrial parecen jugar un papel muy impor-
tante en la citotoxicidad y el carácter carcinogénico de este elemento. Asimismo, son el origen 
de la inducción, a través de distintas rutas de señalización, de varias vías de apoptosis y además 
de muerte celular autofágica en las células de mamíferos afectadas (Rana, 2008; Franco et al., 
2009). Aunque todavía es objeto de intensa polémica, se ha sugerido la existencia de una ruta 
de biotransformación de arsénico inorgánico en células humanas, que incluye reducciones, oxi-
daciones y metilaciones, al igual que parece existir en otros animales superiores (Aposhian and 











 Actualmente, millones de personas consumen diariamente agua contaminada con arsé-
nico en diversas partes del mundo.
2.1.3 Cobre (Cu): Es un metal esencial para la mayoría de los seres vivos, y que tiene 
carácter redox. Debido a su alto potencial redox, es cofactor de proteínas involucradas en una 
gran variedad de reacciones y procesos biológicos, incluyendo la fotosíntesis, respiración, meta-
bolismo del hierro y función neurológica (Valko et al., 2005). Como en el caso de otros metales 
esenciales, existe una regulación homeostática del contenido celular de cobre, de manera que 
se aseguren los niveles necesarios para el mantenimiento de la función biológica, evitando un 
exceso que puede ser tóxico. En general, se acepta que la toxicidad celular del cobre, se debe 
principalmente a la formación de ROS. El ión cúprico (Cu2+), en presencia de reductores celula-
res, es reducido a ión cuproso (Cu+) que es capaz de catalizar la formación del radical hidroxilo 
a partir de la descomposición de peróxido de hidrógeno, vía reacción de Fenton (Gaetke and 
Chow, 2003; Valko et al., 2005). Este anión hidroxilo es altamente reactivo, siendo capaz de oca-
sionar una intensa peroxidación lipídica, que conlleva graves alteraciones a nivel de membrana 
y mitocondria. Además, el cobre produce roturas en las hebras de ADN y oxidación de bases 
(Mehta et al., 2006; Franco et al., 2009). 
Se ha asociado un exceso de cobre con daños renales, hepáticos y neurológicos (parkin-
son, alzheimer, etc). Además, hay trastornos graves de origen genético relacionados con este 
metal, como los síndromes de Menkes y Wilson (Gaetke and Chow, 2003).
2.1.4 Zinc (Zn): El zinc es un metal esencial para el mantenimiento de la integridad de la 
membrana celular. Es componente de más de 300 metaloenzimas distintas que intervienen en 
muchos aspectos del metabolismo celular de lípidos, proteínas y carbohidratos. Se trata de un 
elemento esencial para el desarrollo óseo y de la musculatura esquelética, que está implicado 
en múltiples procesos como mensajero inter e intracelular. Por estas razones, como en el caso 
del cobre, existe también una homeostasis celular para el zinc, sometida a complejos circuitos 
reguladores (Valko et al., 2005; Formigari et al., 2007). Tradicionalmente se ha asignado al zinc 
una función antioxidante en la protección de las células frente al daño producido por los radi-
cales libres, mediante distintos mecanismos posibles: 
1) Inducción y mantenimiento del nivel adecuado de metalotioneínas (MTs), que tam-
bién actúan como antioxidantes, 
2) Como componente de la enzima superóxido dismutasa (SOD Cu-Zn), 
3) Por interacción con moléculas ricas en grupos tiólicos, distintas de las MTs, e
4) Interaccionando con otros metales con actividad redox, como el cobre y el hierro, 








Sin embargo, a elevadas concentraciones se comporta como oxidante y puede inducir o 
acelerar la apoptosis, en vez de inhibirla (Truong-Tran et al., 2001; Formigari et al., 2007).
2.1.5 Plomo (Pb): Es un metal con un único estado de oxidación (Pb2+) que carece de 
función biológica. Por el contrario, puede causar graves alteraciones en los sistemas hematopo-
yético, renal y esquelético de animales superiores, aunque la diana principal de su toxicidad es 
el sistema nervioso. La toxicidad del plomo incluye varios mecanismos: afecta principalmente 
a los flujos celulares de Ca2+, también produce especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno, y 
altera las características biofísicas de la membrana (Marchetti, 2003; Verstraeten et al., 2008). La 
acción prooxidante del plomo es consecuencia de varios mecanismos que incluyen la inhibi-
ción enzimática y una interacción con fosfolípidos de membrana, que facilita la propagación de 
la peroxidación lipídica y la disminución de antioxidantes. Además, el plomo induce la gene-
ración de anión superóxido e incluso es capaz de unirse a este radical, formando un complejo 
más reactivo y oxidante (Ahamed and Siddiqui, 2007; Verstraeten et al., 2008).
2.2 Herbicidas: Paraquat.
El paraquat (dicloruro de 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilo) (Figura 5) es un herbicida de nitró-
geno cuaternario no selectivo que se ha utilizado ampliamente hace décadas y cuya utilización 
está prohibida en la actualidad, debido a su toxicidad en mamíferos. En plantas, interfiere en 
los sistemas de transferencia electrónica, inhibiendo la reducción del NADP+ a NADPH durante 
la fotosíntesis. Esta inhibición causa la formación de anión superóxido y oxígeno singlete, así 
como radicales hidroxilo y peroxilo (Suntres, 2002). Sus mecanismos de toxicidad en animales 
y hongos son principalmente dos vías: la generación de radicales superóxido, que conlleva la 
producción de otros radicales y especies oxidantes, o la oxidación del NADPH, de tal forma 
que disminuye el poder reductor (Suntres, 2002). Además, interfiere en los sistemas antioxi-
dantes dependientes de glutatión y tiorredoxina, alterando el equilibrio redox intracelular, lo 
que puede conducir a un incremento del estrés oxidativo 
y finalmente, ocasionar la muerte celular por apoptosis o 
necrosis (Takizawa et al., 2007). En mamíferos, la exposición 
a paraquat causa daños neuronales, debidos a estrés oxida-
tivo, proceso clave en diversos trastornos neurodegenerati-
vos (McCarthy et al., 2004).













Las quinonas son una clase de compuestos químicamente muy diversos, que desem-
peñan múltiples funciones, con gran interés metabólico, toxicológico y farmacológico. Así, hay 
quinonas que actúan como pigmentos, antibióticos, vitaminas (tipo K) y coenzimas. Estos com-
puestos pueden experimentar la reducción por uno ó dos electrones, en reacciones catalizadas 
por muy diversas enzimas, generando las correspondientes semiquinonas. Además, las quino-
nas tienen un carácter electrofílico fuerte y son capaces de reaccionar con grupos tiólicos de 
proteínas o antioxidantes no proteicos, como el glutatión (Castro et al., 2008).
La menadiona o vitamina K
3
 (2-metil-1,4-naftoquinona) es una quinona que se suele uti-
lizar para inducir experimentalmente estrés oxidativo (Chiou and Tzeng, 2000). Aunque muchas 
quinonas pueden interaccionar directamente con antioxidantes no enzimáticos, la mayoría de 
ellas son reducidas enzimáticamente por flavoproteínas oxidorreductasas. En estas reacciones, 
la quinona, puede adquirir dos electrones y reducirse totalmente, para dar lugar a una hidroqui-
nona (Figura 6). También puede ganar únicamente 
un electrón de forma que se genera un radical se-
miquinona (Figura 6). Estas semiquinonas son muy 
inestables y presentan una gran afinidad por el oxí-
geno, de tal forma que al oxidarse se regeneran en 
forma de quinonas, pero a su vez producen radica-
les superóxido. Por lo tanto, el estrés oxidativo ge-
nerado por quinonas sigue dos vías principales; la 
primera es la disminución de poder reductor con-
sumido en las reacciones de las oxidoreductasas, y 
la segunda es la producción de radical superóxido, 
que a su vez, iniciará la formación de otras especies 
oxidantes (Thor et al., 1982) (Figura 6).
2.4 Dinitrohalobencenos: CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno).
El CDNB (Figura 7) es una pequeña molécula electrófila que pertenece al amplio grupo 
de dinitrohalobencenos. Como analizaremos posteriormente, el CDNB es el sustrato típico que 
se utiliza experimentalmente en estudios sobre las glutatión S-transferasas, ya que es un induc-
tor clásico de la biosíntesis de estas enzimas (Armstrong, 1997). En mamíferos, los dinitrohalo-
bencenos inducen un incremento de la actividad NADPH oxidasa, que conlleva la inhibición 
Figura 6. Reducción de la menadiona.La 
menadiona puede ganar 2 electrones y re-
ducirse totalmente o adquirir tan sólo un 
electrón, producir una semiquinona que es 
inestable, y rápidamente se vuelve a oxidar 








irreversible de la tiorredoxina reductasa, enzima que se encarga de la reducción y por tanto, 
del reciclaje de tiorredoxina, una de las principales moléculas antioxidantes en estos sistemas 
biológicos. Además, en la reacción de inactivación de la reductasa, 
se generan aniones superóxido (Arner et al., 1995). El resultado final, 
de todos estos procesos es un incremento en la producción de ROS, 
debido a una disminución de las defensas antioxidantes, que favo-
rece la aparición de estrés oxidativo (Nordberg and Arner, 2001).
3. DEFENSAS ANTIOXIDANTES. 
En condiciones normales, la mayor parte de los radicales libres son eliminados mediante 
los sistemas antioxidantes celulares, que son de dos tipos: enzimáticos y no enzimáticos. 
En la estructura de los distintos elementos redox que componen los sistemas de defensa 
antioxidantes hay dos aminoácidos que tienen una mayor importancia, que son la cisteína (Cys) 
y la metionina (Met). Su importancia radica en que, la cisteína presenta un grupo tiol y la me-
tionina un grupo tioéter, grupos que son capaces de oxidarse y reducirse de forma reversible. 
El grupo más importante, que se oxida con mayor frecuencia, es el grupo tiólico (-SH ) de la cis-
teína (Jones, 2008). La Cys por si sola se auto-oxida rápidamente, por lo que tiene que proteger-
se formando parte de otras moléculas (Fahey, 2001). Así, forma parte de numerosas proteínas 
estructurales o enzimáticas, como por ejemplo, caspasas, kinasas, fosfatasas, proteasas y actina. 
Además, los residuos de Cys son frecuentes en los centros activos de proteínas involucradas 
en procesos de detoxificación, como las metalotioneínas, tiorredoxinas, glutatión transferasas, 
citocromos P-450 y peroxirredoxinas. Estas proteínas son sensibles a la oxidación y tienen ca-
pacidad para interaccionar con moléculas electrofílicas y/o cationes metálicos. La oxidación 
reversible de los grupos tiólicos aminoacídicos, hasta disulfuros y residuos de ácido sulfanílico, 
va a regular funciones biológicas mediante tres vías generales: 
1) Alterando los residuos de cisteína del centro activo de la enzima, 
2) Alterando las posibles interacciones macromoleculares, y 
3) Regulando la actividad enzimática, a través de una modificación alostérica de la 
cisteína (Jones, 2008). Por otra parte, hay que señalar que el aminoácido selenocisteína 
también puede oxidarse, aunque este proceso es menos frecuente que los anteriores. 
Sin embargo, hay enzimas dependientes de selenio, que ocupan un lugar clave en las 
rutas antioxidantes del glutatión y la tiorredoxina.












Los antioxidantes no enzimáticos son un grupo de moléculas de naturaleza muy diversa 
entre las que se incluyen el tripéptido glutatión y la tiorredoxina (que analizaremos con mayor 
detenimiento posteriormente), así como ascorbato, ciertas vitaminas (C y E) y pigmentos caro-
tenoides (Valko et al., 2006). En este grupo también se incluyen las metalotioneínas, proteínas, 
en general, de bajo peso molecular y ricas en dominios de Cys, cuya función principal es la 
quelación de ciertos cationes metálicos. Aunque también estas proteínas pueden actuar como 
antioxidantes (Bell and Vallee, 2009).
Los sistemas antioxidantes enzimáticos están formados por un grupo de enzimas que 
actúa de forma coordinada (Figura 8). Estas enzimas están implicadas fundamentalmente en la 
inactivación del radical superóxido y el peróxido de hidrógeno. En este grupo se incluyen las 
siguientes:
SUPERÓXIDO DISMUTASA (SOD): Esta enzima transforma el radical hidroxilo en peróxi-
do de hidrógeno (Figura 8). Existen 4 clases de SOD en función del metal que necesiten para 
ejercer su función. Una es dependiente de Cu y Zn, y generalmente se localiza en el citosol de 
todas las células eucariotas, en los cloroplastos de plantas y también está presente en algunos 
procariotas. La segunda es dependiente de Mn y se encuentra en procariotas y en mitocondrias. 
Otra clase es la SOD dependiente de Fe, que se ha identificado en procariotas, algas y en los 
cloroplastos de algunas plantas superiores. Por último, existe una clase de SOD que requiere 
Ni y que hasta el momento ha sido detectada tan sólo en el género bacteriano Streptomyces 
(Scandalios, 2005).
CATALASA (CAT): Elimina el peróxido de hidrógeno, transformándolo en agua y oxígeno 
molecular (Figura 8). Es la enzima mayoritaria de los peroxisomas de células eucariotas, aunque 
se localiza también en otros compartimentos celulares. La gran ventaja de esta enzima es que 
es capaz de degradar el peróxido de hidrógeno sin consumir equivalentes reducidos (Scanda-
lios, 2005). 
PEROXIDASA (Px): Elimina hidroperóxidos, tanto orgánicos como inorgánicos, a expen-
sas de otra molécula que cede poder reductor (Figura 8), como por ejemplo el glutatión. En este 
caso se denominaría glutatión peroxidasa.
GLUTATIÓN REDUCTASA (GR): Reduce el glutatión oxidado a expensas de poder reduc-
tor, cedido por el NADPH.
TIORREDOXINA REDUCTASA (TxR): Reduce la tiorredoxina oxidada con electrones cedi-








En la Figura 9 se muestra la distribución de distintos antioxidantes enzimáticos y no en-
zimáticos en los diferentes compartimentos celulares.
Esta división clásica de antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos no nos permite 
visualizar claramente las interacciones que se establecen entre ellos, imprescindibles para el 
mantenimiento de los circuitos celulares redox. Por esta razón, en este trabajo, se expondrán 
las características de los distintos antioxidantes estudiados, agrupándolos por sistemas fun-
cionales. Cada uno de estos sistemas comprende uno o más péptidos con actividad redox, y 
la enzima encargada de su reciclaje o regeneración celular. Cada enzima cataliza la reducción 
específica del péptido oxidado y por tanto, no funcional, a su estado activo o funcional. Analiza-
remos principalmente los dos sistemas más importantes para el mantenimiento de los circuitos 
celulares redox; el sistema dependiente del glutatión y el sistema dependiente de tiorredoxi-
nas. Además, se expondrán las características fundamentales de un sistema antioxidante, que 
se considera específico de algunos protozoos parásitos, como es el sistema del tripanotión. Este 
sistema puede ser alternativo al del glutatión en algunos tripanosomátidos.
Figura 9. Localización de los sistemas an-
tioxidantes en la célula. Asc: ascorbato, Cat: 
catalasa, GSH: glutatión, GR: glutatión reduc-
tasa, Pxr: peroxirredoxina, SOD: superóxido 
dismutasa, Txr: tiorredoxina, TrxR: tiorredoxina 
reductasa.
Figura 8. Reacciones coordinadas de 
los antioxidantes enzimáticos. SOD: su-
peróxido dismutasa, PX: peroxidasa, CAT:
catalasa. 
HO· + O2 +2H+ O2 + H2O2

















3.1 Sistema antioxidante dependiente de glutatión.
Este sistema está formado por el glutatión, y la enzima encargada de reducir al glutatión, 
denominada glutatión reductasa. También se incluye en este sistema a las glutatión transfera-
sas, enzimas relacionadas con el glutatión y con una función en la detoxificación de metales, 
compuestos xenobióticos y otros contaminantes ambientales. Finalmente, se hace una breve 
caracterización de las glutatión peroxidasas y glutarredoxinas. Estas últimas enzimas depen-
dientes de glutatión, también pueden ser recicladas por otras moléculas y presentan gran se-
mejanza estructural con las tiorredoxinas.
 3.1.1 Glutatión (GSH).
En 1888 de Rey-Pailhade, trabajando con levaduras, descubrió una sustancia que reac-
cionaba de forma espontánea con el azufre, produciendo ácido sulfhídrico y le puso el nombre 
de philotion (avidez por el azufre). En 1921, fecha posterior a la caracterización del enlace pep-
tídico, Hopkins consiguió aislar la sustancia descrita por de Rey-Pailhade y concluyó que este 
compuesto era un dipéptido formado por glutamato y cisteína. Le cambió el nombre y lo deno-
minó glutatión (GSH), haciendo referencia al glutámico unido al grupo tiólico de la cisteína. En 
1925, el grupo de Kendall demostró que el GSH se trataba de un tripéptido ya que además de 
glutámico y cisteína, contenía glicina. Poco tiempo después, en varios laboratorios y por distin-
tos procedimientos se determinó la estructura química del GSH como, L-γ-glutamil-L-cisteinil-
glicina (Meister, 1988) (Figura 10).
El glutatión (GSH) es el principal compuesto 
tiólico no proteico presente en todos los organismos 
aerobios desde las bacterias (Fahey, 2001), hongos, 
plantas (Hell, 1997) hasta los animales (Meister and 
Anderson, 1983). Normalmente, se encuentra en un 
rango de concentración entre 1 y 10 mM y el 98 % del 
mismo, se presenta en su forma reducida. La impor-
tancia del GSH se debe principalmente a dos caracte-
rísticas estructurales:
- La existencia de un enlace tipo γ entre el residuo de ácido glutámico y el de cisteína, 
que le confiere protección frente a la acción de las proteasas (Meister and Anderson, 1983).
- El grupo tiólico libre del residuo de cisteína. Como consecuencia de la oxidación del 
Figura 10. Glutatión. El glutatión (GSH) 
es un tripéptido formado por glutamato 
(Glu), cisteína (Cys) y glicina (Gly) con un 









glutatión, se forma un puente disulfuro entre dos moléculas de glutatión, que da lugar al di-
sulfuro de glutatión (GSSG). El potencial redox del par GSH/GSSG es muy bajo, E
0
= -240 mV, lo 
que se traduce en que tiene una gran tendencia a oxidarse y por lo tanto, un elevado carácter 
reductor. De esta característica, se desprende su principal función como molécula antioxidante 
en el mantenimiento de la homeostasis celular redox, pero además desempeña otras múltiples 
funciones, que se explican brevemente en los siguientes apartados.
1) Mantenimiento del equilibrio redox intracelular. El potencial redox basal del par 
GSH/GSSG es progresivamente oxidado a través del ciclo biológico celular (Kirlin et al., 1999). 
Existe una compleja red de reacciones redox dependientes del GSH, algunas de las cuales son 
imprescindibles para el mantenimiento del equilibrio tiólico intracelular. El GSH está involucra-
do en la formación y protección de los grupos tiólicos de proteínas y enzimas, así como de otras 
moléculas no proteicas, como la coenzima A. Como señalamos anteriormente, el aminoácido 
Cys forma parte del centro activo de muchas enzimas o es indispensable para el mantenimien-
to de su correcta conformación. El balance entre grupos tiólicos libres y puentes S-S es capaz de 
regular diversos procesos metabólicos, activando o inactivando determinadas enzimas. Algu-
nas proteínas serán activas cuando sus grupos tiólicos se encuentren en forma reducida, mien-
tras que otras, serán funcionales cuando los tengan oxidados. El GSH es capaz de interaccionar 
con determinados residuos del centro activo de muchas enzimas, mediante reacciones deno-
minadas de glutationilación, catalizadas por enzimas transferasas de grupos tiolicos, como las 
glutarredoxinas (Jones, 2008). Recientemente, se ha sugerido la participación de otras enzimas 
dependientes de glutatión en este proceso, como las glutatión transferasas. La glutationilación 
es una modificación covalente, que desempeña un papel importante en el control de la activi-
dad de determinadas enzimas  y pone de manifiesto la importancia de la regulación mediada 
por modificaciones tiólicas.
2) Formación de desoxirribonucleótidos precursores del ADN. En organismos eu-
cariotas, el glutatión a través de la glutarredoxina, actúa como donador de electrones para la 
ribonucleótido reductasa de la clase uno, que proporciona los precursores reducidos para la 
síntesis de ADN. En procariotas, esta función puede ser desempeñada tanto por glutatión como 
por tiorredoxina (Toledano et al., 2007).
3) Transporte y almacenamiento de ciertos aminoácidos. La cisteína es un aminoáci-
do que se autooxida rápidamente a cistina, generando radicales libres de oxígeno. Cuando este 
aminoácido pasa a formar parte del GSH se bloquea este proceso de auto-oxidación, y además 











4) Detoxificación de compuestos xenobióticos y otros agentes tóxicos. La elimina-
ción de muchos compuestos tóxicos para las células, como son diversos xenobióticos (PCBs, 
PAHs, dioxinas, furanos, etc), pesticidas, quinonas y metales pesados, entre otros, puede estar 
mediada por su unión (conjugación) con glutatión reducido. El GSH es capaz de conjugarse de 
forma espontánea o bien, a través de una reacción catalizada por la enzima glutatión transfe-
rasa, a diversos compuestos electrófilos, que pueden ser tanto contaminantes y xenobióticos, 
como productos del metabolismo celular. Los conjugados de GSH así formados, son más solu-
bles y por lo tanto, menos tóxicos, lo que facilita su expulsión de la célula (Forman et al., 2009). 
En apartados posteriores, consideraremos con más detalle a las glutatión S transferasas (GSTs), 
principales responsables de las reacciones de conjugación de glutatión. Sin embargo hay que 
destacar que el grupo tiólico del GSH tiene una alta afinidad por los cationes metálicos, inclu-
yendo Hg2+, Ag+, Cd2+, As5+, As3+, Pb2+, Au+, Zn2+, Cu+ y Cu2+. Las moléculas de GSH se unen a estos 
cationes metálicos, inmovilizándolos e impidiendo que interaccionen con estructuras y molé-
culas biológicas y por tanto, que puedan ejercer sus efectos tóxicos (Pastore et al., 2003).
5) Detoxificación de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (ROS, NOS). La 
mitocondria es la principal fuente de especies reactivas de oxígeno. Una de las más importan-
tes como es el peróxido de hidrógeno, que da lugar a aniones hidroxilo muy oxidantes y reac-
tivos, puede ser reducido por dos enzimas muy distintas; catalasa y glutatión peroxidasa (GPx). 
Debido a que la catalasa se encuentra incluida en los peroxisomas, la mayor parte del peróxido 
mitocondrial es reducida por la GPx a expensas de GSH. Además, el glutatión es capaz de reac-
cionar directamente con diversos radicales libres, tanto de oxígeno como de nitrógeno, como 
por ejemplo, anión superóxido, hidroxilo, óxido nítrico, peroxinitrito e hidroperóxido, contribu-
yendo a evitar una situación celular de estrés oxidativo (Halliwell, 1999).
 Como comentamos anteriormente, en condiciones fisiológicas normales, la concentra-
ción citosólica de glutatión oscila entre 1-10 mM, de la cual un 98 % se encuentra en forma 
reducida (GSH). En cada momento, esta concentración de GSH celular es el resultado de la dife-
rencia entre los niveles resultantes de su biosíntesis de novo y de su reciclaje, por reducción del 
disulfuro de glutatión, y la concentración consumida de este metabolito, ya sea como cofactor 
de alguna enzima (GPx, GST) o por su propia oxidación. 
3.1.1.2 Biosintesis de glutatión.
El GSH es sintetizado por una ruta específica no ribosómica que se desarrolla en dos 








través un enlace tipo γ en un proceso catalizado por la enzima glutamato cisteína ligasa, tam-
bién denominada γ-glutamilcisteína sintetasa (GCL, EC 6.3.2.2) (Figura 11). En el segundo paso, 
se adiciona la glicina gracias a la acción de la glutatión sintetasa (GS, EC 6.3.2.3), dando lugar 
finalmente al tripéptido GSH. Esta ruta biosintética es esquematizada en la Figura 11.
A continuación, expondremos algunas de las características más importantes de estas 
enzimas presentes en distintos sistemas biológicos, haciendo algunas consideraciones sobre 
su evolución. 
3.1.1.2.1 Glutamato cisteína ligasa (GCL).
Cataliza la formación del dipéptido γ-glutamilcisteína a partir de glutamato y cisteína, en 
una reacción dependiente de ATP (Figura 11). Se han descrito enzimas GCLs en muy diversos 
grupos de organismos, incluyendo muchas bacterias Gram negativas, protozoos, hongos fila-
mentosos y levaduras, junto con plantas y animales. No poseen glutatión y por tanto, carecen 
de las enzimas implicadas en su biosíntesis de novo, los procariotas del dominio Archaea, mu-
chas especies de bacterias Gram positivas y protistas carentes de mitocondrias, como Entamoe-
ba, Giardia y Trichomonas. 
Figura 11. Metabolismo del glutatión. (1) GCL: glutamilcisteinil ligasa; (2) GS: glutatión sintetasa; (3) oxi-
dación de GSH; (4) GPx: glutatión peroxidasa; (5) GR: glutatión reductasa; (6) GST: glutatión S-transferasa. La 







































A pesar de que la presencia de esta enzima es vital para la supervivencia de los organis-
mos que la presentan, las secuencias aminoacídicas, estructuras tridimensionales y mecanis-
mos catalíticos no están muy conservados en los diferentes sistemas biológicos. En 2002, Co-
pley y Dhillon dividieron la familia de la glutamato cisteína ligasa (GCL) en tres grupos distintos, 
según el grado de identidad entre sus secuencias aminoacídicas. Estos grupos no tienen otras 
relaciones significativas entre sí, si exceptuamos ésta característica. El grado de identidad de las 
secuencias dentro de cada grupo es muy variable y oscila entre 24-93% en el grupo 1, 32-98 % 
en el grupo 2 y 45-93 % en el grupo 3. Sin embargo, independientemente de su origen bioló-
gico, todas ellas presentan un motivo muy conservado, que parece ser la zona de interacción 
con GSH. El primer grupo comprende principalmente a las enzimas de γ-proteobacterias, como 
por ejemplo, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa y algunas bacterias Gram positivas con 
bajo contenido en G+C, como Clostridium acetobutylicum. El segundo grupo incluye a todos los 
eucariotas no fotosintéticos, tanto unicelulares como pluricelulares, protozoos (Tripanosomáti-
dos, Apicomplexa), hongos filamentosos, levaduras y animales vertebrados e invertebrados. Por 
último, el tercer grupo es muy diverso y en él se encuentran las GCLs de plantas, α-proteobacte-
rias (Rhizobium), γ-proteobacterias (Xylella), bacterias Gram positivas con alto (Mycobacterium, 
Streptomyces) o bajo (Steptococcus) contenido en G+C y Halobacterium, única arquea que po-
dría tener esta enzima. Además dentro de cada uno de estos tres grupos la variabilidad estruc-
tural enzimática es muy elevada. Así, dentro del segundo grupo, las enzimas de animales son 
diméricas y están formadas por una subunidad catalítica y otra subunidad reguladora, mientras 
que las enzimas del resto de organismos incluidos en el mismo grupo son monoméricas. Se 
han descrito GCLs heterodiméricas en nemátodos (Brugia malayi (Ghedin et al., 2007)), insectos 
(Drosophila melanogaster (Fraser et al., 2002)) y en vertebrados (Homo sapiens, Mus musculus, 
Rattus norvegicus) (Huang et al., 1993). Estas enzimas diméricas están formadas por una subu-
nidad catalítica de aproximadamente 70 kDa, que sintetiza el dipéptido γ-GC, y una subunidad 
reguladora de 30 kDa, que es la encargada de modificar la afinidad de la enzima por sus dife-
rentes sustratos en función de las condiciones del medio. Por el contrario, los microorganismos 
eucariotas incluidos en este segundo grupo (hongos y protozoos parásitos) presentan gluta-
mato cisteína ligasas monómericas. Un caso bien estudiado es la enzima de Trypanosoma bru-
cei, que es un monómero de 77 kDa con un comportamiento cinético semejante al de la enzima 
dimérica de animales (Lueder and Phillips, 1996). Aunque en tripanosomátidos, el antioxidante 
principal no es el glutatión, sino un complejo derivado del mismo con espermidina, el GSH y la 
enzima involucrada en la primera etapa de su biosíntesis son esenciales para su crecimiento y 








y tercero, las glutamato cisteína ligasas son monoméricas con un peso molecular generalmente 
inferior a las diméricas, como ocurre por ejemplo en E. coli, cuya GCL tiene 58 kDa (Kelly et al., 
2002).
Hay que señalar que, las secuencias y estructuras enzimáticas son tan distintas y diver-
gentes entre los tres grupos, e incluso dentro de cada grupo, que es difícil establecer relaciones 
evolutivas entre ellas. Los datos indican que los genes codificantes de las dos enzimas implica-
das en la biosíntesis de glutatión han evolucionado separadamente. Con respecto al origen del 
gen de la glutamato cisteína ligasa, la hipótesis más plausible sostiene que esta enzima surgió 
por primera vez en cianobacterias, que serían las primeras células en necesitar esta protección 
proporcionada por el dipéptido γ-Glu-Cys frente a las ROS. Si esta hipótesis es correcta, el gen 
se habría transferido a proteobacterias y eucariotas, así como a algunas bacterias Gram-posi-
tivas y a una arquea (Copley and Dhillon, 2002). Una hipótesis alternativa considera que el gen 
codificante de la GCL de cianobacterias no es el progenitor de este gen en plantas. Dos hechos 
apoyarían esta última hipótesis; en primer lugar, las GCLs de plantas se sintetizan por genes 
nucleares de la célula, pero se localizan en los cloroplastos. En segundo lugar, sus secuencias 
poseen un mayor nivel de similitud con las enzimas de α-proteobacterias, que con respecto a 
las GCLs de cianobacterias (Ashida et al., 2005).
 La GCL es la enzima clave en la biosíntesis de GSH y está regulada a diferentes niveles 
(Franklin et al., 2009; Lu, 2009). En todos los organismos, esta enzima es inhibida por su pro-
ducto final, el GSH (Figura 11). En las enzimas formadas por dos subunidades, la unión de la 
subunidad reguladora a la catalítica incrementa la afinidad de esta última por el glutamato, 
y disminuye su afinidad por el GSH, impidiendo de esta forma, la existencia de una inhibición 
por producto final (Seelig et al., 1984; Huang et al., 1993). Además se han descrito mecanismos 
de regulación a nivel de expresión génica (Soltaninassab et al., 2000; Krzywanski et al., 2004). 
Así, existen numerosos trabajos sobre la regulación de la expresión de la enzima dimérica de 
humanos. Ambas subunidades, catalítica y reguladora, se inducen en respuesta a estrés oxida-
tivo, aunque en grado variable. Esta variación de la proporción entre la subunidad catalítica y la 
reguladora es otra forma de control. La región 5’UTR (reguladora) de los genes codificantes de 
las dos subunidades de la GCL en el hombre está bien caracterizada. En ambos genes aparecen, 
entre otras, secuencias ARE (Antioxidant Responsive Element) y sitios de unión AP-1 (Mulcahy 
and Gipp, 1995; Erickson et al., 2002; Dickinson et al., 2004). Así, por ejemplo, el gen GCL de 
Saccharomyces cerevisiae es regulado por el factor de transcripción Yap-1 (similar al AP-1 de 
mamíferos), que activa igualmente los genes requeridos para la respuesta al estrés oxidativo 











3.1.1.2.2 Glutatión sintetasa (GS). 
Es la enzima que adiciona glicina al dipéptido γ-GC, en una reacción dependiente de ATP, 
para dar lugar al GSH (Figura 11). Su función catalítica comienza por una fosforilación, depen-
diente de ATP, del sustrato L-γ-glutamyl-L-cisteína, originándose un intermediario acil-fosforila-
do al que se une la glicina, con la pérdida de un fosfato inorgánico (Pocsi et al., 2004).
Como ocurre con la GCL, hay diferencias estructurales entre las GSs, procedentes de di-
versos sistemas biológicos. Así, las secuencias de las GSs existentes en eucariotas pluricelulares 
y unicelulares, como animales, plantas y levaduras comparten unos niveles de identidad eleva-
dos, pero son muy diferentes a las de las de bacterias. Por otro lado, las GSs de plantas y animales 
son homodímeros, con un peso molecular por subunidad comprendido entre 56 y 77 kDa. Sor-
prendentemente, aunque la identidad entre las secuencias de las glutatión sintetasas humanas 
y de Escherichia coli es muy baja, estas enzimas presentan bastante similitud estructural, lo que 
indica que podrían estar relacionadas (Copley and Dhillon, 2002). Por el contrario, en levaduras 
son heterotetrámeros y están formadas por dos tipos de subunidades distintas, con 26-24 y 32-
33 kDa, respectivamente (Pocsi et al., 2004). Independientemente de su procedencia biológica, 
todos los monómeros tienen una conformación en dominios ATP-grasp, típicos de enzimas que 
catalizan reacciones en las que se forman enlaces peptídicos de forma independiente a la de la 
síntesis ribosomal. Al menos existen 15 familias distintas de proteínas ATP-grasp, que catalizan 
la formación de un enlace entre el grupo carboxilo de un sustrato y el grupo amino, imino o tiol 
de un segundo sustrato. Con respecto a su origen evolutivo, los análisis comparativos parecen 
indicar que las glutatión sintetasas de eucariotas no parecen haber evolucionado directamente 
de una glutatión sintetasa bacteriana sino, que ambas parecen tener un ancestro común (Co-
pley and Dhillon, 2002).
Las características enzimáticas y los mecanismos de regulación de la glutatión sintasa 
han sido mucho menos estudiados que en el caso de las glutamilcisteína ligasas. Los escasos 
datos existentes indican que la subunidad catalítica de la GCL y la GS están reguladas de ma-
nera coordinada. Sin embargo, a diferencia de la primera, la enzima glutatión sintetasa no pre-
senta un mecanismo de regulación postranscripcional (Lu, 2009). Esto se debe a que no se trata 
de una enzima clave, sino totalmente dispensable en condiciones normales de crecimiento, 
porque al menos, en levaduras, el dipéptido formado por la GCL, es capaz de asumir, en parte, 








3.1.1.2.2 Fusión glutamato cisteína ligasa –glutatión sintetasa (GCL-GS).
En algunas bacterias se han descrito enzimas bifuncionales, capaces de realizar ambas 
etapas de la síntesis de GSH, tanto la unión del glutamato y la cisteína como la adición de la 
glicina. Este tipo de enzimas está bien descrita en tres especies bacterianas Gram positivas, 
Streptococcus agalactiae (Janowiak and Griffith, 2005), Listeria monocytogenes (Gopal et al., 
2005) y Enterococcus faecalis (Janowiak et al., 2006) y en la bacteria Gram negativa, Pasteurella 
multocida (Vergauwen et al., 2006). Además, en los genomas de otras 15 bacterias, la mayoría 
de ellas Gram positivas, se han localizado genes homólogos que podrían codificar para GCL-GS 
(Janowiak et al., 2006). En el extremo N-terminal de la GCL-GS se sitúa el dominio γ-glutamil-
cisteína ligasa y fusionado a éste, se encuentra un dominio ATP-grasp, más parecido a enzimas 
D-Ala-D-Ala ligasas que a glutatión sintetasas. Hay que destacar que estas enzimas pierden la 
capacidad de regulación mediante inhibición por glutatión, de tal modo, que los organismos 
que las poseen, acumulan grandes cantidades del tripéptido (Vergauwen et al., 2006).
3.1.2 Glutatión reductasa (GR).
La glutatión reductasa (EC1.6.4.2) es la enzima encargada de reducir el disulfuro de glu-
tatión y de esta forma regenerar el glutatión a la forma funcional antioxidante (Figura 11). Es 
una enzima ubicua que se localiza en todos los organismos que poseen glutatión  (Meister and 
Anderson, 1983). Se incluye en la misma familia que la tiorredoxina reductasa, tratándose de 
una flavoproteína nucleótido de pirimidina disulfuro óxido reductasa. Por lo tanto, estructural-
mente es semejante a las tiorredoxina reductasas de alto peso molecular (H-TrxR), que analiza-
remos posteriormente. Sin embargo, las GRs carecen del par de cisteínas en el extremo C-ter-
minal de la molécula, las cuales configuran un segundo centro activo en las H-TrxRs (Figura 12). 
La GR es capaz de reducir de forma específica glutatión oxidado (GSSG) y en algunos casos, el 
disulfuro que existe entre una molécula de glutatión y el dipéptido γ-glutamilcisteína (Meister 
and Anderson, 1983), pero no posee tan amplio espectro de sustratos como la TrxR. La primera 
vez que se observó la actividad de esta enzima fue hacia 1930, y posteriormente se ha aislado 
de diversas fuentes desde bacterias hasta animales (Avval and Holmgren, 2009).
En animales se ha comprobado la existencia de dos isoformas de GR, una citoplasmática 
y otra mitocondrial, pero ambas enzimas están codificadas por el mismo gen. Este gen muestra 
dos posibles codones de inicio para la traducción, separados por una región de 43 aa, rica en 
residuos de arginina, que funciona como secuencia señal para la translocación del polipéptido 











La síntesis de GR está regulada por varios tipos de estrés y es inducida especialmente 
por estrés oxidativo y nitrosativo (Minami et al., 2003; Seo et al., 2006; Tekman et al., 2008). Ade-
más se ha comprobado que la sobreexpresión de esta enzima protege frente al daño produci-
do por ROS en microorganismos, animales y plantas (Grant et al., 1996; Mockett et al., 1999; Fujii 
et al., 2000; Li et al., 2003). 
3.1.3 Glutatión transferasas (GSTs).
Las glutatión tranferasas (GSTs), antes conocidas por glutatión S-transferasas, (EC 2.5.1.18) 
son una superfamilia de proteínas multifuncionales. Como su nombre indica, su actividad pri-
maria es la transferencia y unión de glutatión reducido a compuestos no polares que contie-
nen un átomo de carbono, nitrógeno o azufre electrofílico (Figura 11). Como consecuencia de 
esta función, contribuyen a la detoxificación o metabolismo de drogas, pesticidas, compues-
tos xenobióticos y otros productos que causan estrés oxidativo y suelen considerarse como 
contaminantes ambientales (Hayes et al., 2005; Oakley, 2005). También intervienen en procesos 
de detoxificación de agentes tóxicos de origen natural, como las toxinas de plantas y hongos 
filamentosos (Sheehan et al., 2001). Además, algunas pueden tener actividades peroxidasas, iso-
merasas y tiol-transferasas (Board et al., 2000). Existen incluso algunas glutatión transferasas 
Figura 12. Estructura de las enzimas oxidorreductasas. GR: glutatión reductasa, H-TrxR: tiorredoxina re-
ductasa de alto peso molecular, L-TrxR: tiorredoxina reductasa de bajo peso molecular, TGR: tiorredoxina glu-
tatión reductasa, Grx: glutarredoxina, X: cualquier aminoácido diferente de cisteína. En color rosa aparecen 
los dominios de unión al FAD, en color verde los dominios de reconocimiento del NADPH. en color rojo la 

























que carecen de actividad catalítica y sólo actúan como proteínas transportadoras de GSH o de 
determinados ligandos (Axarli et al., 2004). 
Las GSTs están relacionadas con otras familias de proteínas, como las glutarredoxinas 
(Grxs), canales intracelulares de cloro (CLIC), dehidroascorbato reductasas (DHAR), glutatión pe-
roxidasas (Gpx) y el factor de elongación de proteínas eucariotas (eEF1Bγ). Todas estas familias 
de proteínas tienen en común que presentan en su estructura un dominio tipo tiorredoxina. 
Las GSTs se encuentran ampliamente distribuidas en los seres vivos y están presentes, 
tanto en organismos pluricelulares, como en microorganismos unicelulares, procariotas y euca-
riotas. Esta superfamilia se divide en 4 familias distintas (Pearson, 2005), según su origen o loca-
lización celular: GSTs citosólicas, mitocondriales, microsomales (MAPEG: “Membrane Associated 
Proteins involved in Eicosanoid and Glutathione metabolism”) y GSTs FosA (proteínas bacterianas 
de resistencia a fosfomicina). Las dos primeras, citosólicas y mitocondriales, son las que guardan 
mayor relación entre sí.
3.1.3.1 GSTs citosólicas (GSTc).
La familia de GSTs citosólicas, es la que cuenta con mayor número de representantes, 
de tal forma, que cada especie posee decenas de genes potencialmente codificantes para en-
zimas de esta familia. Por ejemplo, en distintas especies de mamíferos se han identificado 15 o 
20 genes diferentes codificantes de GSTs citosólicas (Hayes et al., 2005), entre 40 y 60 en plan-
tas (McGonigle et al., 2000), 12-15 en bacterias (Vuilleumier and Pagni, 2002), 2-4 en hongos 
(McGoldrick et al., 2005) y 30-35 en insectos (Tu and Akgul, 2005). Además de la gran cantidad 
de isoformas de una determinada GST que puede presentar una especie, las GSTc presentan 
polimorfismos intraespecíficos, documentados ampliamente en el caso de mamíferos, que con-
tribuyen a las diferencias entre individuos en las respuestas frente a agentes tóxicos (Hayes et 
al., 2005).
Desde el descubrimiento de la primera GSTc en hígado de rata (Booth et al., 1961), no 
ha cesado la descripción de nuevas GSTc de distintos seres vivos y la aparición de estudios 
que intentan establecer una clasificación para esta familia de enzimas. En 1985, Mannervick 
describió tres clases diferentes de GSTs citosólicas: Alpha, Mu y Pi (Mannervik et al., 1985). Pos-
teriormente, el grupo de Meyer describió una nueva clase, a la que denominó Theta (Meyer et 
al., 1991). Cuatro años más tarde, se caracterizó una nueva clase denominada Sigma, encontra-
da en el calamar (Ji et al., 1995). Así sucesivamente, se fueron publicando propuestas de clases 











citosólicas (Strange et al., 2000). Actualmente, las GSTs citosólicas se distribuyen en, al menos 15 
clases distintas en función de su secuencia aminoacídica, estructura tridimensional, actividad 
y propiedades inmunológicas. Se considera que dos GSTs pertenecen a la misma clase, cuan-
do la identidad de la secuencia aminoacídica es superior al 40 %. Hay 3 clases (Zeta, Theta y 
Omega) que se consideran generales porque se encuentran en todos los filos, 4 clases (Sigma, 
Alpha, Mu y Pi) son específicas de animales y 2 clases (Delta y Epsilon) específicas de insectos 
(Tu and Akgul, 2005; Udomsinprasert et al., 2005). Además, hay 3 clases (Phi, Tau y Lambda) 
que son específicas de plantas (Edwards and Dixon, 2005). Por último, se han establecido otras 
clases de GSTs que sólo se han aislado de microorganismos; una (Gamma) de hongos (Sato et 
al., 2009); y en procariotas, una (Beta) de bacterias (Allocati et al., 2009) y otra (Chi), que proce-
de exclusivamente de cianobacterias (Wiktelius and Stenberg, 2007). Esta clasificación podría 
cambiar drásticamente en un futuro, porque numerosos trabajos, realizados con microorganis-
mos, apuntan a la existencia de nuevas clases de GSTs, como por ejemplo en el protista ciliado 
Blepharisma japonicum, donde se han analizado dos GSTs que no se ajustan a ninguna de las 
clases descritas anteriormente (Takada et al., 2004; Takada and Matsuoka, 2008). El caso más 
extremo lo encontramos en hongos y levaduras. Los escasos estudios realizados sobre las GSTs 
de levaduras y hongos filamentosos indican que las glutatión transferasas fúngicas forman un 
grupo especialmente diverso, estructural y funcionalmente. Los hongos poseen enzimas GSTs 
pertenecientes a las clases Theta, Zeta, Omega y Gamma, ésta última es específica de este gru-
po. Además, poseen una serie de proteínas que parecen presentar actividad GST, como son 
EF1Bγ, Ure2p, MAK16 y otras enzimas no clasificadas en ninguno de estos grupos (McGoldrick et 
al., 2005). En la Tabla 1, se muestra el número total de tipos de genes codificantes de diferentes 
tipos de GSTs que presentan algunos organismos representativos.
Existe una normativa para la denominación de las GSTs, que está de acuerdo con los 
principios del Comité para la Nomenclatura de Genes Humanos. Cada subunidad de GST o el 
gen que la codifica, debe ser nombrado por dos letras que hacen referencia a la especie a la que 
pertenece (Hs: Homo sapiens), seguido de el término GST, una letra latina que hace referencia a 
la clase (A: Alfa) y un número, para distinguir entre los diferentes genes o monómeros de la mis-
ma clase presentes en el mismo organismo. Así, la proteína HsGSTA1 hace referencia al monó-
mero 1 de GST de clase Alfa aislada de humanos. Si queremos referirnos a la proteína completa, 
que está formada por dos subunidades, utilizaremos la denominación HsGSTA1-1 para aludir a 
la enzima GST formada por dos monómeros de tipo Alpha 1. 
En algunos sistemas biológicos, los genes codificantes de GSTs parecen estar agrupados 








tes de humanos (Morel et al., 2002), insectos (Ranson et al., 1998) y plantas (Wagner et al., 2002). 
En bacterias, las GSTs se localizan agrupadas en operones concretos involucrados en la degra-
dación de determinados compuestos (Vuilleumier and Pagni, 2002).
Todas las GSTs citosólicas son proteínas homo o hetero diméricas, formadas por dos 
subunidades pertenecientes siempre a la misma clase, a excepción de alguna de las enzimas 
de la clase Lambda en plantas, que son activas en forma monomérica (Dixon et al., 2002). Cada 
uno de los monómeros que conforma la proteína activa está compuesto por 200-250 aminoáci-
dos, con un peso molecular de 23-30 KDa. Estas subunidades poseen dos dominios; el dominio 
N-terminal o dominio I, que es un dominio típico tipo tiorredoxina, y el dominio C-terminal o 
dominio II, formado por un número variable de hélices α. El dominio I está muy conservado en 
todas las clases de GSTs citosólicas, mientras en el dominio II es más variable, siendo el número 
de hélices alfa que lo conforman específico de cada clase (Figura 13). 
CLASE
VERTEBRADOS INSECTOS PLANTAS
H. sapiens R. norvegicus M. musculus D. melanogaster A. thaliana O. sativa
Theta 2 2 3 4 3 2
Zeta 1 1 1 2 3
Omega 2 2 2 4
Sigma 1 1 1 1
Alpha 6 6 6
Mu 5 7 6






Total 18 20 21 31 46 61
Tabla 1. Glutatión S-transferasas en distintos organismos. En la tabla se representan el número de genes 
que codifican GSTs de cada clase que se han identificado en los organismos seleccionados.
Figura 13. Estructura de las enzimas GSTs (HsGSTA1-1). 
La línea de puntos separa los dos monómeros de la enzi-
ma. La línea de color azul indica el dominio N-terminal o 
dominio I, con una estructura típica de tiorredoxina y la lí-
nea roja indica el dominio II o C-terminal. Este dominio se 
muestra al lado derecho, representando las hélices a con 












Además, en cada subunidad proteica, se diferencian dos sitios de unión de ligandos, de-
nominados G y H. El sitio G es el lugar de unión del GSH y está formado principalmente por 
residuos del dominio I. El sitio H, es el lugar de reconocimiento del sustrato y está constituido 
por residuos no polares del dominio II (Frova, 2006). El alto grado de variabilidad del dominio II 
entre las diferentes clases de GSTs, confiere a este grupo de enzimas, un amplio rango de posi-
bles sustratos potencialmente reconocibles. Las interacciones entre las dos subunidades en la 
proteína activa, se establecen entre el dominio I de un monómero y el dominio II del segundo 
monómero. Cada monómero es catalíticamente independiente in vitro, sin embargo, todas las 
enzimas encontradas en la naturaleza son activas en forma dimérica (Sheehan et al., 2001; Fro-
va, 2006), a excepción de las anteriormente citadas GSTs de clase Lambda.
3.1.3.2 GSTs mitocondriales (GSTm).
Se descubrieron por primera vez en la matriz mitocondrial de células hepáticas de rata 
(Harris et al., 1991). Desde esa fecha hasta la actualidad, se han aislado y caracterizado GSTm de 
múltiples especies de animales vertebrados e invertebrados, incluyendo mamíferos y el hombre 
(Morel et al., 2004; Frova, 2006). Se localizan principalmente en mitocondrias, pero hay eviden-
cias de su presencia en peroxisomas y constituyen la clase Kappa de las GSTs. Ambos orgánulos, 
mitocondrias y peroxisomas, están involucrados en el metabolismo lipídico y representan com-
partimentos subcelulares donde se generan cantidades notables de ROS, por lo que se piensa 
que las GSTm Kappa podrían tener funciones importantes en la b-oxidación de ácidos grasos y 
la detoxificación de peróxidos lipídicos (Frova, 2006).
En todas las especies animales, tanto la estructura de la proteína, como la organización 
de los genes que las codifican, están altamente conservadas, lo que podría indicar que des-
empeñan una función biológica importante (Jowsey et al., 2003). La secuencia aminoacídica 
de estas proteínas no guarda grados de homología significativos con las GSTc, sino que es 
más similar a algunas GSTs bacterianas. La topología de su estructura secundaria está tam-
bién más próxima a la de ciertas GSTs de bacterias que a las GSTs citosólicas. En cuanto a la 
estructura tridimensional proteica, tienen dos dominios como las GSTs citosólicas, el dominio I 
de tipo tiorredoxina y el dominio II α-helicoidal, pero en este caso, a nivel de la secuencia ani-








3.1.3.3 GSTs microsomales o MAPEG. 
Las GSTs microsomales se denominan actualmente MAPEG (“Membrane Associated Pro-
teins involved in Eicosanoid and Glutathione Metabolism”) porque están asociadas a membranas 
y en su mayoría, están involucradas en la síntesis de eicosanoides, leucotrinas y prostaglandi-
nas, catalizando reacciones de transferencia de GSH o de isomerización. Se trata de enzimas 
ubicuas, que se encuentran en muy distintos organismos dentro de la escala evolutiva, tanto 
eucariotas como procariotas, pero no se han descrito en arqueas (Frova, 2006). Actualmente, se 
reconocen cuatro clases distintas, que parecen ser insuficientes para explicar toda su diversi-
dad. La mayoría de las especies bacterianas y de animales suelen presentar varios genes codifi-
cantes de MAPEG, pertenecientes a distintas clases, mientras que en plantas y en hongos, solo 
existe una MAPEG por especie, que suele ser de la clase III (Bresell et al., 2005).
La estructura de las GSTs microsomales es totalmente diferente a la de las GSTs citosóli-
cas y sus secuencias presentan una identidad inferior al 10 %. Además, los monómeros tienen 
una longitud muy inferior, con un promedio de 150 aminoácidos (Jakobsson et al., 1999). La 
principal diferencia estructural de las MAPEGs es la presencia de cuatro dominios transmem-
brana, que no existen en las enzimas solubles. La estructura cuaternaria indica que estas enzi-
mas son activas en forma homotrimérica, pero al contrario de lo que ocurre en las GSTs citosó-
licas, estos monómeros no son cinéticamente independientes y el trímero sólo es capaz de unir 
una molécula de sustrato y otra de GSH (Lengqvist et al., 2004). 
3.1.3.4 GSTs FosA.
Son metaloproteínas exclusivamente bacterianas, que confieren resistencia a fosfomi-
cina. La fosfomicina es un antibiótico bactericida de amplio espectro y efectivo frente a bac-
terias Gram positivas y Gram negativas, que actúa a nivel de la biosíntesis del peptidoglucano 
de la pared bacteriana. Existen tres mecanismos de resistencia a este antibiótico, uno de ellos 
está mediado por las enzimas GSTs FosA, que transfieren GSH a la fosfomicina, inactivándola 
(Allocati et al., 2009). Los genes codificantes para estas proteínas se pueden localizar, tanto en 
plásmidos, como en el cromosoma bacteriano (Rife et al., 2002). Las GSTs bacterianas FosA son 
enzimas homodiméricas, con un peso molecular de 32 KDa y su actividad es dependiente de 











3.1.3.5 Evolución y expresión de las GSTs.
Con respecto a la evolución de la superfamilia de las GSTs, el modelo evolutivo más acep-
tado, propone que la tiorredoxina sería el ancestro común de todas las GSTs, a partir del cual, 
partieron tres líneas evolutivas distintas, correspondientes a las GSTs solubles, las GST micro-
somales y las proteínas FosA. Centrándonos en las GSTs solubles, el modelo evolutivo, basado 
en alineamientos de secuencias y la presencia de las diferentes clases de GSTc presentes en los 
distintos organismos, propone dos fases evolutivas distintas. La primera fase consistiría en la in-
corporación del dominio helicoidal (dominio II) (Figura 14). En las GSTs citosólicas este segundo 
dominio se adicionaría al extremo terminal de la tiorredoxina y en las GSTs mitocondriales (cla-
se Kappa), el dominio helicoidal se introduciría dentro del dominio tiorredoxina (Frova, 2006). 
La segunda fase evolutiva está menos clara. Se piensa que las glutatión transferasas más anti-
guas podrían ser las GSTs monoméricas, como las GSTs de clase Lambda, y las GSTs diméricas 
habrían surgido más tarde en la evolución. Además, el modelo establece un orden de aparición 
en función de los cambios en los residuos que conforman el sitio activo de la enzima. Según 
este modelo, las GSTs diméricas más antiguas serían las de clase Beta y Omega y las más recien-
tes, las clases Alpha, Mu y Pi, que son específicas de animales (Sheehan et al., 2001) (Figura 14).
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Figura 14. Modelo evolutivo de las enzimas GSTs. La evolución de las GSTs solubles se desarrolla en dos 
etapas. La primera etapa se muestra en la parte superior de la figura (A), y consistió en la adición de un do-
minio helicoidal a una tiorredoxina. En función del lugar en el cual se adicionó el dominio surgieron las GSTs 
citosólicas, si se añadía en el extremo C-terminal, o las GSTs mitocondriales (Kappa) si se intercalaban en el 
interior del dominio I. La segunda etapa de este modelo (B) sólo afecta a las GST citosólicas y se muestra en 
la parte inferior. Se piensa que la clase Lambda es la más antigua porque es monomérica. Tras la dimerización 
de estas enzimas, se producirían una serie de mutaciones en los aminoácidos esenciales (mostrados en el 








Existen numerosos estudios sobre la regulación de la expresión de las GSTs citosólicas. 
El patrón de expresión es diferente en función del estado de desarrollo del organismo y so-
bre todo, en el caso de organismos pluricelulares, es específico de cada tejido. Por ejemplo, en 
humanos las GSTc de la clase Alpha alcanzan altos niveles en hígado y riñón, mientras que no 
aparecen en pulmón. Por el contrario, se han encontrado altos niveles de GSTP1-1 en cerebro y 
pulmón pero no en hígado (Eaton and Bammler, 1999). Se ha detectado una notable inducción 
en la expresión de los genes codificantes de estas enzimas tras el tratamiento con diversos 
agentes inductores de estrés, incluyendo compuestos xenobióticos, glucocorticoides y metales 
pesados entre otros. Además, se ha encontrado que el compuesto CDNB (1-cloro-2,4-dinitro-
benceno), sustrato típico de las GSTs, es capaz de incrementar los niveles de expresión de algu-
na de estas enzimas (Burns et al., 2005).
Los estudios experimentales realizados con organismos knockout, muestran que estos 
sistemas biológicos modificados son mucho más sensibles a infecciones bacterianas y a la ex-
posición a diversos metales y agentes oxidantes. Además, en estos organismos con bajos ni-
veles de GSTs, los tratamientos causaron también, un incremento en la expresión del resto de 
enzimas del sistema de defensa antioxidante (Raza et al., 2002; Adamis et al., 2004; Engle et al., 
2004; Dourado et al., 2008). Por otra parte, se han descrito líneas de células tumorales resis-
tentes a los tratamientos de quimioterapia, que poseen unos niveles incrementados de GSTs 
con respecto a las células normales (Ahmad et al., 1997). Todos estos resultados corroboran las 
importantes funciones que desempeñan las glutatión transferasas en la defensa o resistencia 
frente a toda una gama de agentes tóxicos o causantes de estrés celular.
Se han descrito, algunas regiones 5’UTR reguladoras de diversas GSTs. En animales apa-
recen regiones ARE (Elementos de Respuesta Antioxidantes), regiones GRE (Elementos de Res-
puesta a Glucocorticoides), XRE (Elementos de Respuesta a Xenobióticos) (Eaton and Bammler, 
1999), sitios de reconocimiento de AP-1 y, secuencias GATA (Schnekenburger et al., 2003). En 
protozoos ciliados, sólo existe un estudio sobre la región promotora de dos GSTs presentes en 
el heterotrico Blepharisma japonicum (Takada and Matsuoka, 2008). La expresión de estos ge-
nes es inducida por la luz y en sus regiones reguladoras aparecen sitios de reconocimiento para 
el factor SKN-1 que está relacionado con la respuesta al estrés oxidativo.
 Con respecto a Tetrahymena thermophila, en la bibliografía hemos encontramos un tra-
bajo, bastante antiguo, en el que se describe el aislamiento y purificación de una proteína con 
actividad GST, con un peso molecular entre 33 y 35 KDa. (Overbaugh et al., 1988). Más recien-
temente, se ha detectado la expresión de un gen potencialmente codificante de una glutatión 











deduciéndose que esta enzima desempeña un papel importante en la detoxificación de este 
insecticida. Por el contrario, este gen está reprimido en presencia de tributiltin (TBT) (Feng et 
al., 2007). 
3.1.4 Glutatión peroxidasas (GPxs).
Las glutatión peroxidasas (EC 1.11.1.9 y EC 1.11.1.12) son una superfamilia de enzimas 




 o hidroperóxidos orgánicos hasta agua o los alcoholes co-
rrespondientes, utilizando como donador de electrones el GSH (Figura 11), aunque existen evi-
dencias recientes que sugieren que la mayoría de ellas, pueden utilizar también tiorredoxinas. 
Estas proteínas se encuentran representadas en la mayoría de los seres vivos y parecen tener un 
origen evolutivo muy antiguo (Margis et al., 2008; Toppo et al., 2008). Con excepción de las GPxs 
5 y 6 de mamíferos, todas las glutatión peroxidasas son selenoproteínas y contienen un residuo 
de SeCys en vez de Cys, formando parte de su centro activo. También se ha encontrado un re-
siduo de SeCys en GPxs de nemátodos, artrópodos y el protista fotosintético Chlamydomonas 
reinhardtii. Sin embargo, las GPxs de bacterias, levaduras, plantas y protistas parásitos como 
Trypanosoma cruzi y Plasmodium falciparum (Herbette et al., 2007) carecen de los residuos de 
selenocisteína. La principal función de las GPxs con SeCys es la protección celular frente a estrés 
oxidativo y en menor medida, son reservorios de selenio para otras selenoproteínas (Arthur, 
2000). Por el contrario, las GPxs con Cys, no son buenas moléculas antioxidantes, más bien po-
drían actuar como sensores de ROS en varias rutas de transducción de señales, especialmente 
inducidas por la presencia de condiciones ambientales adversas (Herbette et al., 2007).
3.1.5 Glutarredoxinas (Grxs).
En un principio fueron descritas como reductasas dependientes de glutatión. Sin em-
bargo, actualmente se consideran más próximas a las tiorredoxinas porque sus estructuras son 
muy similares, aunque las glutarredoxinas son, sin lugar a dudas, mucho más versátiles con 
respecto a sus sustratos y mecanismos de reacción. Además, a diferencia de las tiorredoxinas, 
pueden ser reducidas por glutatión (Johansson et al., 2004). Las glutarredoxinas son pequeñas 
proteínas (9-16 kDa) con actividad tiol-disulfuro óxidorreductasa, capaces de reducir una gran 
variedad de sustratos (Holmgren et al., 2005). Están formadas por un dominio de tipo tiorredo-
xina (Martin, 1995) y su centro activo presenta un motivo, que es similar a todas las óxidorre-
ductasas de la familia de las tiorredoxinas, con dos cisteínas en una secuencia común Cys-X-








reversible de puentes disulfuro proteicos, al igual que las tioredoxinas. Además, son capaces de 
reducir las proteínas glutationiladas, es decir, proteínas unidas a glutatión (S-glutationilación o 
unión proteína-SSG). Esta reacción de deglutationilación tiene gran importancia y no puede ser 
catalizada por la tiorredoxina (Holmgren and Aslund, 1995). La S-glutationilación proteica es un 
proceso reversible, considerado como una modificación postraduccional muy importante, que 
protege a los residuos proteicos de cisteína de la oxidación irreversible. Los procesos reversi-
bles de glutationilación proteica juegan funciones muy relevantes como señales transductoras 
redox (Gallogly and Mieyal, 2007).
Una vez que las glutarredoxinas han reducido sus sustratos, se forma un puente disul-
furo entre sus dos cisteínas que será reducido a su vez por GSH o por la enzima tiorredoxina 
reductasa (Johansson et al., 2004).
3.2 Sistema antioxidante dependiente de tiorredoxina.
 Es un sistema ubicuo que está compuesto por tiorredoxina, la enzima tiorredoxina re-
ductasa y NADPH (que actúa específicamente como donador electrónico).
3.2.1 Tiorredoxina (Trx).
 Las tiorredoxinas son una familia de pequeñas proteínas (~12 KDa) con actividad redox, 
que están presentes en todos los organismos de la escala biológica, desde arqueas y bacterias 
hasta el hombre. La tiorredoxina se describió por primera vez en la bacteria Escherichia coli, 
siendo considerada como un cofactor de la ribonucleótido reductasa (Figura 15), que es capaz 
de ceder el poder reductor para la síntesis de desoxirribonucleótidos (Laurent et al., 1964). Inde-
pendientemente de su origen, todas las tiorredoxinas poseen en su centro activo la secuencia 
conservada Cys-Gly-Pro-Cys. Estos dos residuos de Cys son capaces de formar puentes disul-
furo y de esta forma, ceder electrones y reducir una serie de sustratos (Arner and Holmgren, 
2000) (Figura 15). La reacción es reversible, es decir, la Trx puede romper o formar disulfuros, 
dependiendo del potencial redox de su sustrato (Koharyova and Kolarova, 2008). Como todas 
las ditiol-disulfuro oxidorreductasas, todas las tiorredoxinas catalizan la reducción de disulfuros 
a una velocidad muy superior a la del GSH (Nordberg and Arner, 2001). La gama de sustratos 
reducibles por tiorredoxina es mucho más amplia en organismos superiores que en bacterias. 
En mamíferos, la tiorredoxina es capaz de reducir directamente diversos compuestos como el 
disulfuro de glutatión, selenodiglutation, S-nitrosoglutation, vitamina K, selenito sódico, aloxan, 











más, regenera el centro activo de la glutatión peroxidasa (Arner and Holmgren, 2000; Nordberg 
and Arner, 2001; Koharyovaand Kolarova, 2008) (Figura 15). Además, forman parte de otras mu-
chas enzimas como son las glutarredoxinas, las GSTs, y las glutatión peroxidasas (Ferrari and 
Soling, 1999).
En general, las funciones de las tiorredoxinas se pueden agrupar en dos grandes grupos: 
por un lado, actúan como cofactores de varias enzimas implicadas en rutas biosintéticas, princi-
palmente de ADN, cediendo electrones, como por ejemplo, la ribonucleótido reductasa, metio-
nina sulfóxido reductasa y sulfato reductasas. Por otro lado, como antioxidantes, impidiendo la 
inactivación o agregación proteica, al formar puentes disulfuro intra o intermoleculares (Arner 
and Holmgren, 2000). Además, las tiorredoxinas pueden desempeñar otras múltiples funciones 
celulares, mucho más especificas, dependiendo del sistema biológico considerado. En mamífe-
ros, las tiorredoxinas reducidas son capaces de inhibir la apoptosis, uniéndose a ASK-1 (Kinasa 
1 reguladora de la señal de apoptosis) (Saitoh et al., 1998). También pueden desplazarse al nú-
cleo, donde están involucradas en la regulación redox, mediante su unión a ciertos factores de 
transcripción, favoreciendo o inhibiendo su unión al ADN. Así, por ejemplo, las tiorredoxinas 
pueden reducir un residuo de cisteína de los factores NF-κB, AP-1 y ARE,  de forma que favo-
recen su unión al ADN (Matthews et al., 1992a) (Figura 15). También, una variedad de procesos 
cancerígenos como el cáncer de colon, de pulmón o de hígado parecen estar asociados a una 
sobreexpresión de la tiorredoxina (Berggren et al., 1996; Kawahara et al., 1996). En plantas, las 
tiorredoxinas regulan la síntesis de las enzimas fotosintéticas de los cloroplastos. Finalmente, 
estas proteínas están implicadas en la asimilación de azufre en bacterias y levaduras, donan a la 
Figura 15. Funciones del sistema tiorredoxina/tio-
rredoxina reductasa. GPx: glutatión peroxidasas, RR: 










































PAPS ( 3`-fosfoadenilsulfato) reductasa el hidrógeno necesario para que el sulfato se reduzca a 
sulfito (Arner and Holmgren, 2000). 
La estructura 3D de las tiorredoxinas consiste en un núcleo central formado por 5 lámi-
nas β rodeado de 4 hélices α, en el orden lineal βαβ-αβα-ββα. Al final de la segunda lámina 
β y el principio de la siguiente hélice α se localiza el centro activo, que presenta la secuencia 
aminoacídica típica Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys (Arner and Holmgren, 2000).
En procariotas se ha descrito una única Trx, como en protistas. Sin embargo, los mamí-
feros presentan dos Trxs distintas; Trx1 y Trx2. La Trx1 citosólica/nuclear es la Trx clásica con 
12 kDa y aproximadamente, 104 aminoácidos. La Trx2 o mitocondrial tiene en el extremo N-
terminal una prolongación de 60 aminoácidos, que representa la señal de translocación a la 
mitocondria. Esta isoforma juega un papel crucial en la regulación de la vía mitocondrial de la 
apoptosis (Nordberg and Arner, 2001). El caso extremo ocurre en plantas, como ejemplo Ara-
bidopsis thaliana, donde se han identificado 20 isoformas distintas, distribuidas entre citosol, 
mitocondrias y cloroplastos (Rouhier et al., 2008). 
La expresión de los genes codificantes de tiorredoxinas es inducida por estrés oxidativo 
e implica, entre otros factores, al elemento ARE (Antioxidant Responsive Element) presente en el 
promotor de Txrs. Por lo tanto, las Txrs son inducidas por múltiples estímulos, entre los que des-




 y otros agentes oxidantes, infecciones 
tanto virales como bacterianas, radiación ultravioleta y radiaciones ionizantes. La expresión de 
las Trxs depende también de la fase del ciclo celular (Powis and Montfort, 2001). 
3.2.2 Tiorredoxina reductasa (TrxR).
La tiorredoxin reductasa (TrxR) (EC1.6.4.5) es la enzima capaz de regenerar la tiorredo-
xina a su estado reducido, a expensas de poder reductor cedido por el NADPH (Figura 15). Esta 
enzima, como la glutatión reductasa y tripanotión reductasa, pertenece a la familia de flavo-
proteínas de pirimidina-disulfuro nucleótido oxidorreductasas. Los miembros de esta familia 
son proteínas homodiméricas, que incluyen en cada monómero un sitio de reconocimiento 
del grupo prostético FAD, un sitio de unión del NADPH y un centro activo con actividad redox 
formado por dos residuos de Cys (Williams et al., 2000). En este caso, al contrario de lo que ocu-
rre con las Trxs, las TrxRs no están muy conservadas a lo largo de la evolución, sino que existen 
dos tipos con un tamaño y características distintos. Un primer tipo, denominado de alto peso 
molecular (H-TrxRs)(~ 55 kDa), es una proteína que se encuentra en el protozoo parásito Plas-











tipo, denominado de bajo peso molecular (L-TrxRs) (~ 35 kDa), no contiene selenio y está pre-
sente en bacterias, arqueas, plantas, hongos, protozoos parásitos como Entamoeba histolytica y 
Trichomonas vaginalis. Ambos tipos son excluyentes, es decir, hasta ahora, no se han localizado 
los dos tipos simultáneamente (H-TrxR y L-TrxR) en el genoma de ningún organismo (Hirt et al., 
2002). Los protozoos tripanosomátidos poseen tiorredoxina, proteína que no parece ser nece-
saria para completar su ciclo biológico, pero todavía no se ha identificado TrxR en ninguno de 
estos microorganismos (Muller, 2004). 
 Las TrxRs de alto peso molecular (H-TrxRs) están relacionadas con las glutatión reduc-
tasas, tripanotión reductasas, mercurio reductasas y lipoamida deshidrogenadas. Sin embargo, 
las TrxRs de bajo peso molecular (L-Trxs), son más similares a la alquil hidroperóxido reducta-
sa. Además, sus mecanismos catalíticos son claramente diferentes (Koharyova and Kolarova, 
2008). Por estas razones, junto con el bajo grado de similitud entre ellas (20% de identidad de 
secuencias), H-TrxR y L-TrxR son proteínas consideradas homólogas como consecuencia de un 
proceso de convergencia evolutiva (Hirt et al., 2002). 
3.2.2.1 Tiorredoxinas reductasas de alto peso molecular (H-TrxRs).
La primera H-TrxR caracterizada se aisló de hígado de ternera (Holmgren, 1977). En cada 
monómero de estas enzimas podemos distinguir tres dominios; el dominio de reconocimiento 
al FAD, el dominio de unión al NAPDH y el dominio de reconocimiento de los distintos sustratos. 
El sitio activo redox, localizado en el dominio FAD, se caracteriza por la secuencia altamente 
conservada Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys. En 1996, Stadtman y colaboradores (Tamura and Stadt-
man, 1996), trabajando con células humanas de adenocarcinoma de pulmón, localizaron un 
residuo de selenocisteína hacia el extremo C-terminal de la proteína, dentro de una secuencia 
altamente conservada (Gly-Cys-SeCys-Gly). Este residuo forma parte de un segundo sitio acti-
vo redox, y está presente en casi todos los animales estudiados, incluyendo especies parásitas 
como Schistosoma mansoni. Sin embargo, está ausente en Drosophila, donde el residuo de SeCys 
ha sido substituido por un residuo de Cys, y por tanto, tiene el dominio Gly-Cys-Cys-Gly (Kan-
zok et al., 2001). La TrxR de Plasmodium carece también del residuo de SeCys, y posee también, 
el segundo sitio activo redox, característico de animales, conformado por dos Cys terminales 
(Muller et al., 1996) (Figura 12). La presencia de este segundo sitio activo incrementa notable-
mente la gama de sustratos reducibles. Las H-TrxRs no sólo reducen los puentes disulfuro de la 
tiorredoxina oxidada, sino que son capaces de reducir un amplio espectro de puentes disulfuro 
presentes en diferentes proteínas y compuestos tiólicos de baja masa molecular como el GSH. 








como inorgánicos (Bjornstedt et al., 1995). En Drosophila melanogaster, organismo que carece 
de glutatión reductasa, la TrxR es la enzima encargada de regenerar el GSSG a GSH (Kanzok et 
al., 2001).
Estudios genómicos recientes a gran escala parecen señalar que las H-TrxRs habrían 
evolucionado a partir de la glutatión reductasa en una fase muy preliminar (pre-animal) del de-
sarrollo celular eucariota, mediante la adición al carboxilo terminal de la glutatión redutasa, de 
un motivo con actividad redox dependiente de selenocisteína. Este proceso evolutivo habría 
transcurrido en paralelo con la presencia de L-TrxR en el mismo organismo. Posteriormente, la 
enzima de tamaño más pequeño se habría perdido en el curso de la evolución, lo mismo que 
el sitio activo dependiente de SeCys, que habría sido sustituido por un sitio activo ditiólico, 
dependiente de Cys, en algunos organismos eucariotas superiores (Kryukov et al., 2003; Arner, 
2009).
En mamíferos existe una TrxR citosólica/nuclear (TrxR1) y dos isoformas adicionales, una 
predominantemente mitocondrial (TrxR2) y otra localizada en testículo (TGR). Esta última sele-
noproteína tiene un alto porcentaje de similitud con las H-TrxRs, pero además contiene, en el 
extremo N-terminal, una extensión homóloga con las glutarredoxinas. Esta enzima es capaz de 
reducir los puentes disulfuro de una gran variedad de sustratos entre los que se encuentran las 
Trxs, GSSG, y las glutarredoxinas, por lo que se le ha denominado, tiorredoxina glutatión reduc-
tasa (TGR) (Sun et al., 2001). Está presente también en nemátodos (Alger and Williams, 2002). 
 La selenocisteína (SeCys) se diferencia del aminoácido de cisteína en que el átomo de 
azufre es sustituido por un átomo de selenio. El selenio tiene propiedades químicas semejantes 
al azufre, pero su bajo pKa (5,3) y su fuerte carácter nucleófilo confieren mayor reactividad a la 
SeCys respecto a la Cys (Lu and Holmgren, 2009). La incorporación de la SeCys por la maquinaria 
traduccional ocurre a través de un mecanismo único; el ARNt-Ser es enzimáticamente “seleni-
lado” convirtiéndolo en selenocisteinil-ARNt, que reconoce el codon UGA, que normalmente 
es el codon “stop”. La “decisión” de “leer” UGA como codon “stop” o el de la SeCys depende de la 
presencia de una secuencia específica (SECIS) en la región 3’UTR del ARNm, que adquiere una 
estructura secundaria en forma de lazo. Además, en humanos, se han localizado en la región 
3’UTR motivos ARE, que estarían regulando la respuesta de esta enzima a estrés (Mustacich and 
Powis, 2000). 
Se denomina selenoproteínas al grupo de proteínas que contienen SeCys como parte 
integral de su cadena polipeptídica. Las selenoproteínas están presentes en los tres dominios 











nas desempeñan importantes funciones celulares y algunas están asociadas a procesos pato-
lógicos de mamíferos (Papp et al., 2007). Entre estas selenoproteínas, las glutatión peroxidasas, 
tiorredoxina reductasas y probablemente, la denominada selenoproteína P (SeP) proporcionan 
protección como antioxidantes, frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Steinbrenner 
and Sies, 2009).
3.2.2.2 Tiorredoxina reductasas de bajo peso molecular (L-TrxRs).
Las TrxRs presentes en bacterias, hongos, plantas y ciertos protistas microaerófilos son 
también homodímeros, pero con monómeros más pequeños (35 kDa aproximadamente). La 
conformación de los dominios es también diferente. Estas enzimas poseen únicamente un cen-
tro activo con el dominio Cys-X-X-Cys, donde X representa cualquier aminoácido excepto Cys. 
A diferencia de las H-TrxRs, el centro activo no se encuentra en el interior del dominio FAD, sino 
en el dominio NADPH (Hirt et al., 2002). Al contrario que las H-TrxRs, que son capaces de reducir 
múltiples sustratos, las L-TrxRs son altamente específicas para la Trx e incapaces de utilizar otras 
moléculas como sustratos (Gasdaska et al., 1999). En la Figura 12 se ha representado de forma 
comparativa la estructura de los dominios de estas oxidorreductasas.




El tripanotión (N1, N8-bis(glutationil)espermidina) 
es un tiol de bajo peso molecular, que está constituido 
por dos moléculas de glutatión unidas por un enlace 
covalente a una poliamina, la espermidina (Figura 16). 
Este antioxidante fue descubierto en 1985, al estudiar el 
control redox en tripanosomátidos, grupo de protozoos 
parásitos de animales vertebrados e invertebrados (Fair-
lamb et al., 1985). Estos microorganismos carecen del sis-
tema GSH/GR, de manera que sus funciones son llevadas 
a cabo por su derivado, el tripanotión y la enzima que lo 
reduce, la tripanotión reductasa. Aunque el potencial redox de ambos tioles es muy similar, el 
tripanotión es un compuesto más reactivo que el glutatión por dos motivos principales: en pri-
mer lugar, el pKa de su cisteína (7,4) es más semejante al pH fisiológico que el del glutatión. En 
segundo lugar, su naturaleza de ditiol favorece la formación de puentes disulfuro dentro de la 
Figura 16. Estructura de tripanotión. 
En color rojo aparece la molécula de 









misma molécula (Irigoin et al., 2008). Por lo tanto, el tripanotión reducido (T[SH]
2
) actúa de for-
ma similar al GSH, manteniendo la homeostasis redox intracelular, como donador de electrones 
en una gran variedad de reacciones biológicas. Esta molécula es capaz de reducir directamente 
peróxidos, tanto orgánicos como inorgánicos, los puentes disulfuro de las proteínas e incluso 
glutatión oxidado. Como ocurre con el GSH o la Trx, el tripanotión es también importante en 
la síntesis del ADN, proporcionando los equivalentes de poder reductor a la ribonucleótido 
reductasa. Cuando se alcanzan concentraciones elevadas, el T[SH]
2
 reacciona directamente con 
la ribonucleótido reductasa, siendo el único tiol conocido de bajo peso molecular capaz de 
llevar a cabo esta reacción (Dormeyer et al., 2001). En el sistema del glutatión, esta función está 
asignada a las glutarredoxinas. Por tanto, interviene en muchos procesos celulares relevantes, 
como la protección del ADN frente a los potenciales daños generados por las radiaciones, neu-
tralización de peróxidos, resistencia a agentes antiparasitarios y detoxificación del metilglioxal 
(Krauth-Siegel et al. 2007). El T[SH]
2
 reacciona con una gran variedad de compuestos electrófilos 
como metales pesados y muy diversos compuestos xenobióticos (Krauth-Siegel et al., 2005).
Desde su descubrimiento, se consideró que el tripanotión era un antioxidante exclusivo 
de tripanosomátidos, microorganismos que presentan un metabolismo tiólico singular. Hasta 
el presente, se ha encontrado el sistema del tripanotión en diversas especies de los géneros 
Trypanosoma y Leismania (Krauth-Siegel et al., 2007; Peacock, 2007; Krauth-Siegel and Comini, 
2008), y en Crithidia fasciculata (Comini et al., 2005). Teniendo en cuenta que la mayoría de tri-
panosomátidos son parásitos obligados y esta molécula es imprescindible para la virulencia, se 
postulaba que el sistema tripanotión era una adaptación específica al modo de vida parasita-
rio. Sin embargo, posteriormente se ha demostrado la coexistencia de los sistemas GSH/GR y 
T(SH)
2
/TR en Euglena gracilis, un flagelado fotosintético de vida libre, que está evolutivamente 
bastante distante de los tripanosomátidos (Montrichard et al., 1999). Recientemente, se ha de-
tectado la presencia de tripanotión en Naegleria fowleri, protista carente de mitocondrias, que 
comparte también ambos sistemas antioxidantes, uno dependiente GSH y el otro de T[SH]
2
 
(Ondarza et al., 2006). Esta pequeña ameba de vida libre, puede ser patógena para el hombre, 
produciendo una infección grave conocida como meningoencefalitis primaria aguda, que sue-
le ser mortal.
3.3.2 Biosíntesis de tripanotión.
El proceso de síntesis de tripanotión presenta distintos mecanismos en función del or-
ganismo considerado. En general, esta molécula es sintetizada en dos etapas consecutivas, am-











la molécula de espermidina. En la Figura 17 se muestra este proceso. En distintas especies del 
género Trypanosoma y Leishmania, una única enzima, que recibe el nombre de tripanotión sin-
tetasa (TryS) (EC 6.3.1.9), es la responsable de catalizar el proceso de biosíntesis completo. Esta 
enzima es capaz de unir las dos moléculas de glutatión a la espermidina (Oza et al., 2002). Por el 
contrario, Crithidia fasciculata, parásito de insectos, posee dos enzimas diferentes, cada una de 
las cuales cataliza una de las etapas de la síntesis de T[SH]
2
, la glutationilespermidina sintetasa 
(GspS) (EC 6.3.1.8) y la trypanotion sintetasa (TryS). La primera acepta exclusivamente como 
sustratos a glutatión y espermidina, de tal forma que produce N1-glutationilespermidina o N8-
glutationilespermidina (Smith et al., 1992). Posteriormente, la TryS, que tiene una especificidad 
mucho menor, añade la segunda molécula de glutatión, generándose trypanotion (Comini et 
al., 2005). 
Algunas bacterias, como Escherichia coli, pueden sintetizar glutationilespermidina (Gsp), 
pero no tripanotión, durante la fase logarítmica y la fase estacionaria de crecimiento. Se cree 
que esta molécula sirve de almacén de poliaminas en condiciones de crecimiento anaerobio, 
de forma que cuando la concentración de oxígeno vuelva a ser óptima para el crecimiento ce-
lular, la Gsp sea hidrolizada rápidamente y así el nivel de poliaminas es restaurado (Tabor and 
Tabor, 1975). En E. coli, al igual que en Trypanosoma y Leishmania, la biosíntesis de glutationil 
espermidina está catalizada por una sintetasa que presenta dos dominios catalíticos: sintetasa 
y amidasa. La actividad proteolítica de la enzima bacteriana es inhibida en presencia de ATP, 
glutatión y Mg2+ (Bollinger et al., 1995).
Figura 17. Biosíntesis de tripanotión. GspS: glutationilespermidina sintetasa. TryS: tripanotión sintetasa. La 



















Hasta el momento, sólo se han estudiado y caracterizado las enzimas TryS y GspS de 
tripanosomátidos y bacterias, pero no existe información detallada sobre estas proteínas o los 
genes que las codifican en otros microorganismos como Euglena o Naegleria. En todos los casos 
estudiados, estas enzimas tienen dos dominios, el dominio N-terminal con actividad amidasa 
y el dominio C-terminal con actividad sintetasa. Esto significa que la enzima contiene funcio-
nes antagónicas, la actividad sintetasa da como producto el tripanotión, y la actividad amidasa 
hidroliza el tripanotión en sus dos componentes: glutatión y espermidina. Mediante experi-
mentos de clonación de una copia del gen de TryS de Trypanosoma cruzi y expresión heteró-
loga en Saccaromyces cerevisiae, se ha comprobado que la enzima es capaz de sintetizar tanto 
glutationilespermidina como tripanotión, lo cual indica que puede catalizar ambas etapas de la 
ruta biosintética del tripanotión. La enzima recombinante presenta una inhibición notable por 
glutatión y su actividad amidasa es muy débil (Oza et al., 2003). Estos estudios indican además, 
que si ambos dominios se aíslan, son capaces de llevar a cabo sus correspondientes actividades 
de forma independiente (Oza et al., 2002). 
 La formación de tripanotión es esencial para la supervivencia de los tripanosomátidos. 
Así, en T. brucei se ha comprobado que la inhibición de la expresión génica de la TryS, mediante 
ARN de interferencia, provoca la muerte del microorganismo (Ariyanayagam et al., 2005).
3.3.3 Tripanotión reductasa (TR).
De manera similar al glutatión y la tiorredoxina, la forma oxidada del tripanotión es reci-
clada a la forma reducida activa por la enzima tripanotión reductasa (EC1.8.1.12) (TryR). Como 
las enzimas GR y TrxR, la TryR es una flavoenzima nucleótido de pirimidina disulfuro óxidorre-
ductasa. Ambas enzimas, tripanotión reductasa (TryR) y glutatión reductasa (GR) comparten un 
elevado porcentaje de similitud. La principal diferencia radica en su grado de especificidad; la 
TryR reacciona con formas oxidadas de conjugados de glutatión y espermidina cargadas positi-
vamente, mientras que la GR interacciona con GSSG, que está cargado negativamente (Jockers-
Scherubl et al., 1989; Stoll et al., 1997). 
En conclusión, el metabolismo redox de tripanosomátidos es extremadamente com-
plejo y muy distinto del que presentan otros protistas eucariotas y los organismos superiores. 
Recientemente, se han descrito nuevas actividades del sistema tripanotión, molécula impor-
tante en los procesos de detoxificación en tripanosomátidos. Entre ellas, cabe destacar, la acti-
vidad tripanotión transferasa, que interviene en reacciones de conjugación del tripanotión, lo 











papel esencial en la protección frente a la peroxidación lipídica (Vickers and Fairlamb, 2004). 
Otra actividad importante, dependiente de tripanotión, son las triparredoxinas (Tprx): oxidorre-
ductasas multifuncionales, relacionadas remotamente con la familia de las tiorredoxinas, que 
tienen características funcionales similares a glutarredoxinas y tiorredoxinas (Krauth-Siegel et 
al., 2007; Krauth-Siegel and Comini, 2008). Hay que señalar que los tripanosomátidos carecen 
en sus genomas de genes codificantes de catalasas, glutatión reductasas y tiorredoxina reduc-
tasas, aunque poseen tiorredoxinas y glutarredoxinas. Otras enzimas muy importantes en el 
metabolismo tiólico de tripanosomátidos son las peroxidasas. Estos microorganismos euca-
riotas poseen dos clases de enzimas detoxificantes de hidroperóxidos: peroxirredoxinas (Prxs) 
y triparredoxina peroxidasas (TPrxs). Estas proteínas son muy distintas a las selenoenzimas de 
























































































En el presente trabajo se desea alcanzar los siguientes objetivos: :
1-Conocer la importancia del glutatión en la respuesta frente al estrés oxidativo indu-
cida por metales y otros agentes en el ciliado-modelo Tetrahymena thermophila.
2- Evaluar los requerimientos de enzimas antioxidantes (relacionadas o no con el me-
tabolismo del glutatión) frente a ese mismo estrés. 
3- LLevar a cabo un análisis comparativo “in silico” de las enzimas seleccionadas. 
4- Dilucidar la presencia de diferentes patrones de respuesta en función del agente 
productor del estrés. 
5- Proponer un posible escenario, tras integrar los datos obtenidos, del comportamien-


































































































1 MATERIAL BIOLÓGICO Y CONDICIONES DE CULTIVO.
1.1Microorganismo eucariota.
Este estudio se ha desarrollado con la cepa SB1969 del protozoo ciliado Tetrahymena 
thermophila (Eukaryota; Alveolata; Ciliophora; Intramacronucleata; Oligohymenophorea; Hy-
menostomatia; Tetrahymenina; Tetrahymenidae; Tetrahymena), que nos fue amablemente ce-
dida por el Dr. Eduardo Orias (University of California, Santa Bárbara, EEUU). El genotipo de esta 
cepa es: Pmr/Pmr, Pm-S 2dgal-R II, es decir, su micronúcleo es paramomicina (Pmr) resistente, 
su macronúcleo paramomicina sensible y 2d-galactosidasa resistente y presenta un tipo con-
jugante II.
Este protozoo ciliado ha sido cultivado a 32 ºC en medio PP210. 
Los inóculos de partida que se utilizaron, se encontraban en fase estacionaria (106 célu-
las/ml) y se diluyeron hasta alcanzar una concentración de 5x103 células/ml. Los tratamientos a 
los que se sometieron estos cultivos, se llevaron a cabo a las 18-20 horas de crecimiento, que se 
corresponde con la fase exponencial tardía (1-3x105 células/ml).
1.2 Microorganismo procariota: estirpe bacteriana utilizada para la clonación.
La estripe bacteriana Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen), F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcr-
BC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG, 
fue utilizada para la clonación de fragmentos obtenidos por PCR. Se utilizó el vector pCR®2.1-
TOPO correspondiente al kit comercial TOPO TA Cloning (Invitrogen). Esta cepa no expresa el 























Permite, mediante la adquisición de resistencia a la kanamicina, identificar las células que han 
sido transformadas con el vector. Además es posible diferenciar entre colonias recombinantes 
(colonias blancas) y las no recombinantes (colonias azules) cuando crecen en presencia de 5-
bromo-4cloro-3indolil-β-D-galactósido (X-gal).
2 MEDIOS DE CULTIVO.
Los medios de cultivo empleados para el crecimiento y mantenimiento de los distintos 
microorganismos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 2.
3 SOLUCIONES Y TAMPONES.
La composición y la utilidad de los diferentes tampones y soluciones empleados en este 
trabajo se detallan en las Tablas 3 y 4 respectivamente.
Materiales y Métodos





Extracto de levadura 5 g/l
NaCl 5 g/l
Agar bacteriológico 15 g/l 
(para LB agar)











E. coli TOPO 10 inmedia-
tamente después de la 
transformación
PP210
Proteosa peptona 2% 
(Difco)
suplementado con:
FeCl3 10 μM (Sigma)
Estreptomicina/Penicilina G 
250 μg/ml (Sigma)
Cultivo de T. thermophila


















Tampón de carga 5x 
para electroforesis de 
ADN
Glicerol 20% Panreac
EDTA 4 mM pH 8 (BM)
Azul de bromofenol 2,5% (BioRad)
Tampón de carga de  
muestras de ADN
Tampón de carga 5x 
para electroforesis de 
ARN
Glicerol 20% Panreac
EDTA 4 mM pH 8 (BM)
Azul de bromofenol 2,5% (BioRad)
Formaldehído 9 M (Merck)
Formamida 30% (Merck)
Tampón FA 2x
Tampón de carga de  
muestras de ARN
Tampón de DNasa 10x
(Ambion)





(Qiagen) Tris-HCl 10 mM pH 8,5
Elución de ARN purificado en 
columnas de fibra de vidrio
Tampón FA 10x
MOPS 200 M (Roche)
Acetato sódico 50 mM (Panreac)
EDTA 10 mM (BM)
Ajustado a pH 7 con NaOH
Tampón de electroforesis  
de ARN en condiciones  
desnaturalizantes
Tampón fosfato 100 mM 
pH 7
61,5ml K2HPO4 1 M (Sigma)
38,5ml KH2PO4 1 M (Sigma)
2-β-mercaptoetanol 7mM (Sigma)
EDTA 2,7 mM (BM)
Hasta 1 l de agua destilada
Tampón de lisis celular  








Digestión de ADN con la  
endonucleasa EcoRI
Tampón Hepes 50 mM 
pH 7
Hepes 50 mM (Sigma)
EDTA 1 mM (BM)
Ajustado a pH 7 con NaOH
Determinación de la actividad 
oxidorreductasa de las  
enzimas GR y TryR
Tampón Hepps 40 mM 
pH 8
Hepss 40 mM (Sigma)
DPTA 4 mM (Sigma)
Ajustado a pH 8 con LiOH
Tampón de lisis celular para 
análisis por HPLC
Tampón NDS 1x
Tris HCl 10 mM pH 8 (Amresco)
EDTA 0,5 mM (BM)
SDS 1% (Panreac)
Tampón de lisis celular  
para el aislamiento  
de ADN genómico  
de Tetrahymena
Tampón RTL 1x (Qiagen) Composición desconocida Tampón de lisis celular para aislamiento de ARN total
Tampón TAE 50x 
(National Diagnostics)
Tris Acetato 2 M
Na2EDTA 100 mM
Tampón de electroforesis  
en geles de agarosa
Tampón TE Tris 10 mM (Amresco)EDTA 1 mM pH 7,5 (BM) Resuspender ADN
Tampón Tris-HCl 10 mM 
pH 6,8
Tris base 10 mM (Amresco)
Ajustado a pH 6,8 con HCl
Lavado de células y  
tratamiento de inanición











Para los estudios realizados en este trabajo, la cepa Tetrahymena thermophila SB1969 fue 
sometida a diferentes tratamientos, como se refleja en la Tabla 5. Las concentraciones, tiempos 




X-Gal 40 mg/ml (Sigma)
DMF 100%
Selección de clones  
transformados
Agua libre de RNasas
DEPC 0,1% (Sigma)
Se incuba 12 h a 37 ºC y  
posterior inactivación 
en autoclave.
Preparación de tampones y 
soluciones destinadas al trabajo 
con ARN
Reactivo de Bradford













mBrB 2 mM 
(Molecular Probes)
Etanol 100% (Sigma)
Marcaje de grupos tiólicos para 
la detección por HPLC
Solución de diacetato de 
5-clorometilfluoresceína 
(CMFDA)
CMFDA 20 μM (Molecular Probes)
Tampón Tris-HCl 10 mM
 pH 7,5
Cuantificación de grupos tiólicos 
por citometría de flujo




Tampón Tris-HCl 10 mM 
pH 6,8
Cuantificación de mortalidad 
celular por citometría de flujo
Solvente A
Ácido campforsulfónico 0,25%   
(Sigma)
pH 2,5 ajustado con 
LiOH sólido
Formación del gradiente 
para HPLC
Solvente B
Ácido campforsulfónico 0,25%   
(Sigma)
Propanol 25% (Merck)
Ajustado pH 2,5 con 
LiOH sólido
Formación del gradiente 
para HPLC

















5 ESTUDIO DEL CONTENIDO TIÓLICO EN Tetrahymena thermophila.
5.1 Determinación de GSH por citometría de flujo.
Para determinar por fluorescencia la cantidad de GSH, utilizamos un fluorocromo de 
nueva generación, el CellTraker Green CMFDA (diacetato de 5-clorometilfluoresceína). Molecu-
lar Probes comercializa este fluorocromo como específico de GSH, ya que se une al GSH a través 
de la acción de la GST formando un conjugado que es hidrolizado por esterasas para dar un 
producto fluorescente. 
Para analizar los niveles de GSH exclusivamente en la población de células vivas, se in-
corporó el fluorocromo yoduro de propidio (IP), también de Molecular Probes. Las células vivas 
son capaces de expulsar este colorante, pero no así las células muertas que fluorescen en rojo. 
Este doble marcaje permite determinar la fluorescencia en verde, debida al GSH,  en células 
vivas y el porcentaje de mortalidad de cada población.
En la Figura 18 se muestran los espectros de absorción/emisión de los fluorocromos 
empleados en este estudio.
En el citómetro de flujo FACScalibur se analizó la fluorescencia de aproximadamente 104 
células para cada tratamiento. Los productos fluorescentes se excitaron con un láser de argón 
de 488 nm y la fluorescencia emitida se recogió en FL-1 (530/30 nm, verde)  para el CMFDA y en 
FL-2 (585/42 nm, rojo) para el IP (Figura 18).
Tratamiento Agente Mecanismo de acción
Metal pesado Cd2+, Cu2+, As5+, Zn2+ y Pb2+ Muy diverso
Estrés oxidativo
Paraquat (PQ) Producción de O-2
• y OH-•




• e  
inactivación de defensas  
antioxidantes
Inhibidores de GSH
Butionin sulfoximina (BSO) Inhibe la biosíntesis de GSH
N-etilmaleimida (NEM) Bloquea los grupos tiólicos










Se cuantificaron los grupos tiólicos de cultivos de T. thermophila sometidos a diferentes 
tratamientos tales como; metales pesados (Cd2+ y As5+) y agentes oxidantes (paraquat y me-
nadiona). Además se utilizó un bloqueador de grupos tiólicos; la N-etilmaleimida (NEM) y un 
inhibidor de la síntesis de novo del GSH; la butionin sulfoximina (BSO).
Preparación de las soluciones de tratamiento:
Todas las soluciones destinadas a los diferentes tratamientos, se prepararon 10 veces 
más concentradas, de esta forma al añadirlas a los cultivos celulares, se realizaba una dilución 
1/10 , obteniéndose así la concentración final deseada.
Soluciones de metales (Sigma).
A partir de sales metálicas se prepararon las soluciones 10x de las diferentes concentra-
ciones en el tampón Tris-HCl (ver Tabla 6 donde aparecen las concentraciones finales).
Solución de Paraquat (PQ) (Sigma).
De forma análoga a las soluciones metálicas se prepararon, en tampón Tris-HCl, las solu-
ciones de PQ a las diferentes concentraciones (Tabla 6).
Solución de menadiona (MD) (Sigma).
Se realizó una solución 5 M de MD en cloroformo a partir del cual se obtuvieron las dife-
rentes soluciones de tratamiento (Tabla 6).
BSO (butionin sulfoximina).
Se elaboró una solución 1 mM de BSO (Sigma) directamente en tampón Tris-HCl.
Figura 18. Espectros de absorción y emisión de los fluorocromos utilizados en la determinación del 
contenido en GSH por citometría de flujo. La línea continua representa los espectros de emisión y la dis-
continua los espectros de absorción. En color verde se muestran los espectros del CMFDA y en rojo los del 
IP. La línea vertical en color azul (en la longitud de onda de 488 nm) hace referencia a la excitación de los 
fluorocromos, mientras que las regiones en color verde y naranja hacen referencia a la longitud de onda en 

















Se preparó una solución 50 mM NEM (Sigma) en etanol. Posteriormente se procedió a 
diluir hasta 0,5 mM (dilución 1/100) en Tris-HCl.
Preparación de las muestras para citometría.
Para las muestras tratadas con BSO se recogieron 100 ml de cultivo de T. thermophila, 
en fase exponencial tardía, por centrifugación a 500 xg durante 3 min. Se lavaron dos veces en 
tampón Tris-HCl y se resuspendieron en este mismo tampón hasta alcanzar la concentración 
de 1-3 x105 células/ml. La mitad de las células se reservaron como población control y el resto 
fue tratado con 100 μM de BSO durante 20 horas a 32 ºC con el fin de inhibir la biosíntesis de 
GSH. Tras el tiempo de incubación se procedió a incorporar el segundo agente de tratamiento, 
en este caso los metales pesados o los agentes oxidantes a las diferentes concentraciones. Se 
cuantificaron los grupos tiólicos de estas muestras a las 2 y las 24 h (Figura 19A).
En el caso de los tratamientos con NEM, las células se recogieron de forma similar al 
caso anterior. Los cultivos así obtenidos, se dividieron en 2 series de tubos. Ambas series fueron 
sometidas a una concentración creciente de metal pesado o agente oxidante. Como en el caso 
anterior, las muestras se llevaron al citómetro a las 2 y 24 h de exposición. Y 30 minutos antes 
de la valoración, se procedió a bloquear los grupos tiólicos en una de las series con 50 μM NEM 
y diez minutos después (20 minutos antes de la lectura) se marcaron los grupos tiólicos con el 
fluorocromo CMFDA (Figura 19B).
En todos los casos, para el marcaje con CMFDA, se dispensaron 600 μl de cada muestra 
en tubos de citometría y se añadieron 30 μl de la solución 20 μM de CMFDA y 6 μl de la solución 
5 μg/ml IP con el fin de cuantificar también la mortalidad celular.
Agente Compuesto Concentraciones Medio
Tiempo de  
exposición
Metales pesados:
Cadmio (Cd2+) CdCl2 1,32/1,54/1,76 μM Tris-HCl 2-24 horas
Arséniato (As5+) Na2HAsO4•7H2O 33/66/133 μM Tris-HCl 2-24 horas
Oxidantes:
Paraquat (PQ) C12H14Cl2N2 2,5/5/10 mM Tris-HCl 24 horas
Menadiona(MD) C11H8O2 5/7,5/10 mM Tris-HCl 2 horas










Figura 19. Protocolo de actuación para la preparación de las muestras de citometría. En la parte su-






























Los valores de fluorescencia se normalizaron respecto al control de cada experimento.
Para el análisis estadístico de los datos se realizó una prueba de medidas repetidas, en el 
caso que no hubiera interacción entre los dos factores a analizar, el inductor de estrés oxidativo 
(metales, oxidantes o variaciones de pH) y el inhibidor de grupos tiólicos (BSO o NEM). En los 
casos en los que la interacción fue significactiva, para analizar el efecto del inhibidor de grupos 
tiólicos, se realizó una prueba t-student para cada nivel del inductor de estrés. Y para analizar 
el efecto del inductor de estrés, se realizó un test de medidas repetidas, pero en este caso, de 
forma separada para cada nivel del inhibidor. 
Se consideró efecto significativo cuando el valor de p≤0,005. Todos estos análisis se ela-
boraron con el programa informático SPSS v.15.0.
5.2 Determinación enzimática de GSH.
Obtención de los extractos celulares.
Se realizaron estudios previos para determinar si la concentración de GSH era directa-
mente proporcional al número de células analizadas. Se obtuvieron extractos a partir de po-
blaciones celulares con de 5x105, 106, 5x106, 107, 5x107 y 108 células. Todas las medidas fueron 
lineales y se eligió la cantidad de 106 células para los futuros análisis.
Para preparar los extractos de las poblaciones sometidas a los mismos tratamien-
tos que en el caso anterior, se recogieron 106 células por centrifugación (500 xg) a 4 ºC du-
rante 3 minutos, y se lavaron dos veces con tampón Tris-HCl. Al sedimento de la centri-
fugación se le añadieron 160 μl de 10 mM HCl 4 mM EDTA, y se procedió a la lisis celular, 
mediante dos ciclos de congelación en nitrógeno líquido y descongelación en un baño a 37 ºC. 
 Una vez lisadas las células, se adicionaron 40 μl de una solución al 5 % de ácido sulfosalicílico 
(SSA) (Sigma), para desproteinizar la muestra. Con el fin de retirar restos celulares, los lisados se 
centrifugaron a 10.000 xg a 4 ºC durante10 minutos. El sobrenadante obtenido fue rápidamen-
te congelado con nitrógeno líquido y se conservó a -80 ºC hasta el momento de su utilización, 
un máximo de diez días.
Determinación de GSH mediante ensayos enzimáticos.
El ensayo se realizó siguiendo el método descrito por Tietze (1969). El compuesto DTNB 
(5,5’-ditiobis(ácido 2-nitrobenzoico), también conocido como reactivo de Ellman, reacciona 










color amarillo. La GR, reduce el GSSG a GSH que reacciona otra vez con el DTNB para producir 
más ácido y de esta forma aumentar la sensibilidad del método. En este método se cuantifica el 
glutatión total, es decir, tanto el GSH reducido como la forma oxidada, GSSG. 
Estos ensayos se realizaron en microplacas de 96 pocillos con un volumen final de 200 μl 
por pocillo y conteniendo cada uno de ellos: tampón fosfato de potasio, 1 mM EDTA, 48 μM NA-
DPH (Roche), 0,031 mg/ml DTNB (Sigma), 0,115 unidades/ml GR (Sigma) y 20 μl de los extractos 
celulares o de una solución control de GSH (Sigma) a diversas concentraciones para construir 
una recta patrón.
El orden de adicción en todas las reacciones fue el siguiente: primero los 20 μl de cada 
muestra, la enzima GR y el NADPH. La incubación se realizó en placa, a 37 ºC durante 10 minutos. 
Posteriormente se añadió el DTNB y se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 minutos. 
Inmediatamente después se procedió a la lectura espectrofotométrica a 405 nm.
Análisis de datos.
El análisis estadístico de estos experimentos fue análogo al realizado con las muestras 
determinadas por citometría de flujo.
6. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE GENES CODIFICANTES DE ENZIMAS ANTIOXI-
DANTES.
6.1 Obtención de las secuencias de genes y análisis in silico.
En 2006 se publicó la secuenciación completa del genoma de Tetrahymena thermophila 
(Stover et al., 2006). Las secuencias de los posibles genes se encuentran depositadas en la base 
de datos TGD (Tetrahymena Genome Database), alojada en la página web www.ciliate.org. En 
esta página se obtuvieron las secuencias de los genes de T. thermophila que nos interesaban: 
genes codificantes para GCL, GSTs, TrxRs y TrySs. Para hacer comparaciones de secuencias y ár-
boles filogenéticos, se recabaron las secuencias de dichos genes de Paramecium tetraurelia de 
la página web http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr/ y las secuencias disponibles, procedentes de 
otros organismos/microorganismos de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechno-
logy Information), cuya página web es http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Las páginas web de acceso 
a las bases de datos consultadas en este estudio se muestran en la Tabla 7.
Matrices de identidad.
Las matrices de identidad que aparecen este trabajo se realizaron con la herramienta 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Los alineamientos necesarios para las construcción de los árboles se elaboraron con la 
herramienta T-Coffee (Notredame et al., 2000) disponible en el servidor http://www.ebi.ac.uk/
Tools/t-coffee/index.html. Una vez obtenidos los alineamientos, se editaron con el programa 
Jalview con el fin de minimizar el número de gaps (huecos). En base a estos alineamientos 
se construyeron unas matrices de distancias con la herramienta Protdist del software Phylip 
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py?form=protdist). Para transformar la 
matriz de distancias en las guías de un árbol, se seleccionó el método Neighbor Joining (http://
mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py?form=protdist). Nos servimos del software 
Phylodendron v0.8d (http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html) para visualizar 
los árboles definidos por las matrices de distancias.
Búsqueda de posibles secuencias SECIS (selenocisteínas).
La selenocisteína es un aminoácido poco común, codificado por el codón UGA, que ge-
neralmente se traduce como Stop y finaliza la biosíntesis de la proteína. Sin embargo, en de-
terminadas ocasiones y, en función de la estructura secundaria que adopte el ARNm, el codón 
UGA se traduce como selenocisteína. Se localizaron las secuencias que podrían codificar sele-
nocisteínas utilizando la herramienta SECISEARCH disponible en la página web http://genome.
unl.edu/SECISearch.html (Krykov et al., 2003). (Tabla 8).
Obtención de ESTs (secuencias expresadas).
Diversos grupos han realizado genotecas de expresión de Tetrahymena thermophila en 
diferentes condiciones: crecimiento vegetativo, conjugación, inanición y tratamientos con di-
versos agentes como metales pesados o compuestos químicos (Miao et al., 2006; Feng et al., 
2007). Las secuencias expresadas hasta el momento están recogidas en un banco de datos 
público en la página http://tged.ihb.ac.cn/. (Tabla 7). 
6.2 Análisis de la expresión.
Para analizar los efectos de las diferentes condiciones de estrés en la expresión de los 
genes seleccionados, se aisló el ARN de cultivos de T. thermophila, previamente sometidos a 

















50 ml de Tetrahymena thermophila en fase exponencial tardía (1-3x105 células/ml) fue-
ron sometidos a diferentes condiciones estresantes como son metales pesados y agentes oxi-
dantes. Como en los experimentos anteriores, todas las soluciones destinadas a los diferentes 
tratamientos, se prepararon 10 veces más concentradas. Las soluciones de metales pesados se 
prepararon a partir de sales metálicas, diluyéndose directamente en medio PP210. En la Tabla 
9 se muestran los diferentes tratamientos, su concentración final y el tiempo de exposición. 
Como agentes inductores de estrés oxidativo se utilizaron el paraquat (dicloruro de 1,1’-dime-
til-4,4’-bipiridilo) (Sigma) y la menadiona (MD) (2-metil-1,4-naftoquinona) (Sigma). El paraquat 
(PQ) se diluyó en medio PP210, mientras que con la menadiona (MD) se preparó primeramente 
una solución 5 M en cloroformo a partir de la cual se obtuvo una solución 50 mM en medio 
PP210 que se utilizó para el tratamiento de los cultivos. Además se analizó el tratamiento con 
CDNB (1-cloro-2,4-dintrobenceno), un inductor de las GSTs. Se preparó una solución 10 mM 
CDNB (Sigma) en etanol. A partir de esta, se realizó una dilución 1/5 hasta conseguir una con-









Cadmio (Cd2+) CdCl2 44 PP210 2-24
Cobre (Cu2+) CuSO4•5H2O 400 PP210 2-24
Arseniato (As5+) Na2HAsO4•7H2O 100 PP210 2-24
Zinc (Zn2+) ZnSO4•7H2O 3.500 PP210 2-24
Plomo (Pb2+) Pb(NO3)2 950 PP210 2-24
Oxidantes:
Paraquat (PQ) C12H14Cl2N2 7.800 PP210 24
Menadiona(MD) C11H8O2 5.000 PP210 2
CDNB ClC6H3(NO)2 200 PP210 2
Otro tipo de estrés:
pH5 - - PP210 24
pH 9 - - PP210 24
Inanición - - Tris-HCl 24











6.2.2 Aislamiento de ARN total.
Para el aislamiento de ARN total, los cultivos de Tetrahymena (≈1-3x105 células/ml) fue-
ron centrifugados a 500 x g durante 3 minutos. El pellet celular fue lavado en tampón Tris-HCl 
e inmediatamente resuspenido en el tampón de lisis RTL (Qiagen) conteniendo 1 % de β-mer-
captoetanol (BIo-Rad), continuando así con el protocolo de extracción suministrado en el Kit 
comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen). Tanto el material como las soluciones empleadas para el 
aislamiento del ARN fueron tratados con H
2
O-DEPC (Tabla 4).
Para eliminar la posible contaminación con ADN celular, todas las muestras fueron tra-
tadas con DNasa I libre de RNasa en presencia del tampón de la enzima (Tabla 3) durante 30 
minutos a 37 ºC. Posteriormente, se inactivó la enzima añadiendo 0,1 % (v/v) del reactivo de 
inactivación suministrado por el kit RNAqueos™-4PCR (Ambion) y el ARN total se conservó a 
-80 ºC hasta su utilización. La concentración del ARN se determinó a partir de la absorbancia 
a 260 nm mediante la ecuación [ARN](μg/ml)=A260xDx40, donde D es el factor de dilución 
empleado. El grado de pureza se estimó como el cociente entre las absorbancias a 260 y 280 
nm, obteniendo valores dentro del intervalo 1,8-2,1. EL grado de integridad se determinó me-
diante electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa al 1,2%, empleando como 
referencia la integridad de las bandas correspondientes a los ARN ribosómicos, muchos más 
abundantes que el resto de las poblaciones de ARNs.
6.2.3 Síntesis de ADN complementario (ADNc).
Para transformar el ARN en ADNc se utilizó el kit 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR 
(AMV) (Roche). Antes de proceder a la síntesis del ADNc, el ARN se desnaturalizó calentándolo 
a 65 ºC durante 15 minutos. La reacción de síntesis tuvo lugar en un volumen final de 20 μl 
conteniendo: 3 μg de ARN, 5 mM MgCl
2
, 1 mM de la mezcla de los cuatro desoxinucleótidos 
trifosfato (dATP, dTTP, dGTP y dCTP), 3,2 μg de cebadores de secuencia arbitraria, 50 unidades 
del inhibidor de RNasas y 20 unidades de la transcriptasa reversa AMV. Esta reacción se incubó 
en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf ) según el protocolo suministrado con el 
kit. Una vez obtenidos los ADNc, se conservaron a -20 ºC hasta el momento de su utilización. 

















6.2.4 RT-PCR a tiempo real.
Para realizar un análisis de la expresión de los diferentes genes a nivel cuantitativo rea-
lizamos una RT-PCR a tiempo real. Se requiere un control endógeno o gen de mantenimiento, 
cuya expresión se mantenga relativamente constante  en las diferentes condiciones del expe-
rimento, con el fin de corregir diferencias de expresión relacionadas con diferencias en la can-
tidad de ARN de partida. En nuestro caso, se utilizó el gen que codifica para la β-tubulina. Los 
cebadores utilizados en estas amplificaciones fueron diseñados con el programa Oligo Xpre-
ss™ y se muestran en la Tabla 10. Para cada gen a analizar, incluido la β-tubulina, se prepararon 
unas mezclas que contenían: 0,2 μM de cada un de los dos cebadores (concentraciones finales 
tras añadir el ADNc) y la mezcla SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems), que contie-
ne dNTPs, la enzima AmpliTaq Gold® y los componentes necesarios para que se produzca y se 
detecte la reacción de polimerización. Se repartieron 16 μl de estas mezclas en cada uno de los 
pocillos de las placas de 96 pocillos (Applied Biosystems). Posteriormente, se incorporó a cada 
pocillo 4 μl de ADNc de muestras control o bien 4 μl de las muestras provenientes de los distin-
tos tratamientos. Son necesarios también controles negativos o NTC (no template control), en 
los que se añadieron 4 μl de agua, para analizar la posible contaminación de los distintos com-
ponentes de la mezcla de reacción. Todas las muestras se realizaron por duplicado. En todas las 
placas, además de estar presentes los controles NTC, las muestras de condiciones control y las 
de tratamientos, se incorporaron al menos cuatro pocillos con diluciones decimales de un mis-
mo ADNc molde para cada juego de cebadores. De esta forma se construye una recta patrón 
enfrentando el ciclo donde aparece la señal frente al logaritmo decimal de la concentración de 
molde (Figura 20). A partir de la pendiente de esta recta, podemos calcular la eficacia en ampli-
ficación aplicando la fórmula:
Eficacia=[10(-1/s)], donde s es la pendiente de la recta. 
En la Tabla 11 se recogen los parámetros de la recta patrón para cada par de cebadores 
utilizados en este estudio. 
Para cada ARN de nueva extracción, se realizaron controles RT- , es decir, controles en los 
que se incorporaba el ARN no transformado en ADNc, para comprobar que no existía contami-



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































El gen TtGSTM9 se analizó con una variación de la PCR cuantitaiva. En este caso se utiliza-
ron sondas TaqMan. Las mezclas eran similares, pero en lugar de SBYR, se prepararon con FastS-
tart TaqMan® ProbeMaster (Roche), adicionando además de los cebadores correspondientes, 
0,2 μl por reacción de las sondas que aparecen la Tabla 10. Para el gen TtGSTM9 se utilizó las 
sonda número 41 de la librería de sondas de humanos de Roche (Universal ProbeLibrary Pro-
bes Probe#41) y para el gen de mantenimiento, el gen de la tubulina, se usó la sonda número 8 
(Universal ProbeLibrary Probes Probe#8).
Gen E s R2
TtATUB 1,94 -3,47 1,00
TtATUBS 1,95 -3,44 1,00
TtGCL 1,90 -3,60 0,99
TtGSTM3 2,11 -3,09 1,00
TtGSTM4 2,02 -3,28 1,00
TtGSTM9 2,00 -3,33 1,00
TtGSTM15 1,96 -3,41 0,99
TtGSTM17 1,89 -3,62 1,00
TtGSTM27 1,95 -3,44 1,00
TtGSTM40 1,90 -3,59 1,00
TtGSTM41 1,93 -3,50 0,94
TtGSTM46 1,99 -3,36 1,00
TtGSTM47 1,95 -3,44 0,99
TtGSTO1 2,10 -3,11 1,00
TtGSTO6 1,89 -3,60 1,00
Gen E s R2
TtGSTT1 1,86 -3,71 1,00
TtGSTT3 1,84 -3,76 0,98
TtGSTZ1 1,87 -3,68 1,00
TtGSTZ2 1,90 -3,59 1,00
TtGSTN1 1,88 -3,65 1,00
TtGSTN2 1,93 -3,49 0,95
TtTrxRed1 1,80 -3,90 1,00
TtTrxRed2 1,99 -3,35 1,00
TtTrxRed3 2,05 -3,20 0,99
TtTrxRed4 1,89 -3,60 1,00
TtTrxRed5 2,06 -3,18 1,00
TtGR1 1,97 -3,40 1,00
TtTryS2 2,02 -3,27 0,98
TtTryS4 1,93 -3,52 0,99
Tabla 11. Parámetros de la recta patrón obtenida para cada uno de los genes analizados por RT-PCR 
cuantitativa, incluido el gen control endógeno (TtATUB). E: eficacia de la amplificación calculada a partir 
de la ecuación E= 10 x(-1/s), s: pendiente de la recta, y R2: coeficiente de correlación.
Figura 20. Recta patrón correspondiente al gen de la a-tubulina de Tetrahymena thermophila de una 
RT-PCR a tiempo real. Se muestra el ciclo donde se detecta la señal frente al logaritmo de la concentración 
















En todos los  casos, se utilizó el termociclador ABI PRISM® 7900 HT Time PCR System y las 





Activación de la enzima 95 10 min.
40 ciclos:
      -Desnaturalización 95 15 seg.
      -Polimerización 50 1 min.
Curvas de desnaturalización
      -Desnaturalización 95 15 seg.
      -Polimerización* 50 15 seg.
Desnaturalización 95 15 seg.
*la recogida de datos se realiza durante la rampa de calentamiento entre 60 y 90 ºC.
Al finalizar la PCR es necesario realizar una curva de desnaturalización, para verificar que 
los cebadores tienen una única diana y por tanto los cebadores utilizados son específicos del 
gen a analizar. Al aumentar la temperatura, se desnaturaliza el ADN y se pierde la señal de fluo-
rescencia. Esto es lo que se muestra en la Figura 21. Si los cebadores amplifican sólo una se-
cuencia, aparece un único pico. Los controles NTC al no llevar ningún tipo de ADNc molde, nos 
permiten detectar la amplificación de dímeros. Para comprobar que esta secuencia se corres-
ponde con el gen que nos interesa, se clonaron los fragmentos amplificados y se secuenciaron 
como se explicará posteriormente.
Para analizar los datos de PCR cuantitativa existen dos métodos, la cuantificación absolu-
ta y la cuantificación relativa. En la cuantificación absoluta se calcula la cantidad total de ADNc 
de partida de cada muestra. El objetivo del método de la cuantificación relativa es conocer la 
razón entre la cantidad de ADNc de origen de una muestra tratada y la de una muestra control. 
En nuestro caso utilizamos la herramienta informática REST©-MCS v2 (Pfaffl et al., 2002) dispo-
Figura 21. Curva de desnaturalización del gen de la 
a-tubulina en una RT-PCR a tiempo real. Aparece un 
único pico de desnaturalización de 79 ºC, temperatura 
de desnaturalización (Tm) del producto amplificado por 
los cebadores TtATUB1 y TtATUB2. En las distintas mues-
tras analizadas, se observa un único pico, correspondien-
te a un único amplicón con una Tm característica. Se ob-
serva también como el control negativo NTC (señalado 










nible en la dirección de internet www.wzw.tum.de/gene-quantification. Se trata de un método 
de cuantificación relativa basado en el algoritmo:  
donde E es la eficacia de amplificación de cada 
gen y Ct el ciclo donde la fluorescencia supera un 
determinado umbral previamente fijado. Así la ra-
zón nos indicaría el grado de inducción de un gen 
en un tratamiento respecto a las condiciones control. Además el programa analiza estadística-
mente los datos, mediante el test Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test© (diferencia 
entre medias). Este test calcula la probabilidad de que la diferencia entre la media del control 
y la media del tratamiento ocurra al azar. La hipótesis nula es que el tratamiento no produce 
efecto, así cuando el valor p es inferior a 0,05 podemos decir, que la diferencia entre medias es 
significativa y que por tanto hay efecto del tratamiento.
6.2.5 Comprobación de los genes amplificados.
Para asegurar que los fragmentos que estábamos amplificando pertenecían a los genes 
que pretendíamos estudiar, se secuenciaron estos fragmentos. Para lo cual, estos fragmentos se 
insertaron en un vector adecuado.
6.2.5.1 Clonación y transformación.
Para la clonación de los amplicones en el vector pCR 2.1 TOPO se siguieron las instruc-
ciones suministradas en el kit comercial TOPOTM TA Cloning (Invitrogen), que se basa en la meto-
dología denominada TA cloning. Los amplicones producidos por la enzima Taq ADN polimerasa 
presentan en sus extremos 3’ un residuo de dATP, formando extremos protuberantes. Como 
resultado de esto el producto de PCR puede ser directamente ligado al vector, que presen-
ta extremos 3’-T complementarios, gracias a la acción de la enzima topoisomerasa I del virus 
Vaccinia incluida en el vector. Cada reacción de clonación fue incubada durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, conteniendo un volumen total de 6 μl:  4 μl de producto de PCR, 1 μl de 
vector pCR 2.1 TOPO y 1 μl de solución salina (NaCl 1,2 M y MgCl
2
 0,06 M).
 Las construcciones así realizadas fueron introducidas en E. coli mediante transforma-
ción por choque térmico. Para ello 4 μl de la reacción de ligación fueron incubados durante 30 
minutos en hielo junto con las bacterias competentes One Shot TOP10 Chemically Competent E. 
coli (Invitogen). El choque térmico se llevó a cabo incubando las bacterias a 42 ºC durante 30 
segundos y posteriormente en hielo durante 5 minutos. A continuación, las bacterias fueron 
R =
(E gen)Ct gen (control-tratamiento)
















incubadas en 250 μl de medio SOC (Invitrogen) a 37 ºC durante 1 h en agitación suave, y final-
mente sembradas en césped sobre placas de LB agar (Pronadisa) suplementado con kanamici-
na 50 μg/ml (Sigma).
La selección de las bacterias transformantes se realizó utilizando como marcador la 
resistencia a kanamicina. La selección de colonias transformantes y recombinantes se realizó 
añadiendo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido (X-gal) 40 mg/ml (Sigma) al medio y 
analizando la actividad β-galactosidasa. Las bacterias con el vector recombinante presentan 
color blanco, mientras que las no recombinantes son de color azul. Las colonias seleccionadas 
(blancas) fueron aisladas del agar y resembradas en medio LB líquido conteniendo kanamicina 
50 μg/ml, donde se incubaron a 37 ºC durante 16-18 horas en agitación para procedes poste-
riormente al aislamiento del ADN plasmídico.
6.2.5.2 Aislamiento de los plásmidos y detección de los insertos clonados.
Para el aislamiento de ADN plasmídico se utilizó el kit QIAprep Spin MiniprepKit (Qiagen). 
Este procedimiento se basa en la lisis alcalina de las bacterias y posterior precipitación del ADN 
cromosómico y restos celulares por centrifugación. El ADN plásmidico que se encuentra en el 
sobrenadante se une a una columna de fibra de vidrio en presencia de alta concentración de 
sales. Tras varios pasos de lavado, el ADN plásmidico es eluido con tampón a baja concentración 
de sales y se conserva a -20 ºC hasta el momento de su utilización. Para visualizar el tamaño del 
inserto, el vector, fue previamente digerido con 10 unidades de la endonucleasa EcoRI (Roche) 
en un volumen total de 20 μl conteniendo el tampón H (ver Tabla 3) durante 1 hora a 37 ºC. Los 
productos de la digestión fueron separados en electroforesis con geles de agarosa al 1,5%.
La secuenciación se llevó a cabo por el método didesoxi (Hindley, 1983), usando los ce-
badores M-13 y el kit comercial Big-dye ™ (Applied Biosystems), en el secuenciador automático 
3730 DNA Analizer (Applied Biosystems) del Servicio de Genómica y Proteómica de la Univer-
sidad Complutense de Madrid.
7. MÉTODOS ELECTROFORÉTICOS.
7.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa.
Las electroforesis estándar de ADN se realizaron en geles de agarosa (Pronadisa) al 1,5% 
en tampón TAE 1x (Tabla 3) tal y como se describe en Sambrook and Russell (2001). Los geles se 










y desteñido en agua destilada, fueron visualizados bajo luz UV de 320 nm (UVI-pro Platinium 
System, Durviz, S.L.). Los marcadores de tamaño molecular de ADN empleados fueron M 1kb, M-
II o M-VI (Roche) que presentan unos rangos de tamaño (23-0,125 kb, 2,1-0,154 kb, y 11,1-0,19 
kb respectivamente.
7.2 Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa.
Las electroforesis de ARN se realizaron en geles de agarosa al 1,2% (Pronadisa) conte-
niendo formaldehído 2,2 M (Merck) como agente desnaturalizante, de acuerdo al protocolo 
descrito en Sambrook and Rusell (2001). Las muestras de ARN fueron incubadas a 65 ºC durante 
3-5 minutos en tampón de carga 5x (Tabla 3). Tras lo cual, se añadió a las muestras bromuro de 
etidio 1 μg/ml. Los geles fueron resueltos a 10 V/cm durante 1h en tampón de electroforesis de 
ARN pH8 1x (Tabla 3) y finalmente el ARN fue visualizado bajo luz ultravioleta (UVI-pro Plati-
nium System, Durviz, S.L.). Tanto el material como las soluciones empleadas fueron tratados con 
H
2
O-DEPC con el fin de inactivar las RNasas presentes.
8. DETERMINACIÓN DE TIOLES DE BAJO PESO MOLECULAR POR HPLC. 
8.1 Preparación de las muestras y separación por cromatografía. 
Con el fin de detectar tripanotión o su precursor (glutationil espermidina) se procedió 
al análisis mediante HPLC de extractos celulares de T. thermophila en diferentes fases de su cre-
cimiento y bajo diversos tratamientos. Los tratamientos fueron con dos metales (Cu ó Zn) y el 
agente CDNB, en las concentraciones indicadas en la Tabla 9. 
Para valorar los tioles de bajo peso molecular, se recogieron por centrifugación (500 x g, 
3 minutos) un número aproximado de 106 células. Previamente, se había comprobado que este 
valor se encontraba dentro del rango en el cual la medida de GSH es lineal. Las células se lavaron 
dos veces con tampón Tris-HCl y se resuspendieron en 50 μl de tampón HEPPS. Seguidamente, 
se procedió a la preparación de las muestras añadiendo 50 μl de una solución de monobromo-
bimano 2 mM en etanol absoluto (concentración final 0,5 mM). Estas muestras se calentaron a 
70 ºC durante 3 minutos y se enfriaron rápidamente en hielo. Se añadieron 100 μl de una solu-
ción 4 mM de ácido metanosulfónico, ajustada a pH 1,6 con LiOH. Después de mantener estas 
muestras en hielo durante 30 minutos, se centrifugaron a 7.000 x g durante 10 minutos  y se 
recogió el sobrenadante. Las muestras obtenidas de esta forma, fueron separadas en columnas 
















La columna utilizada fue ULTRASPHERE IP de 250 mm de longitud y 4,6 mm de diámetro, 
con un gradiente de dos solventes: solvente A y solvente B (ver Tabla 4). El gradiente aplicado 
fue: 20 minutos con una mezcla de los dos solventes (90 % de A+10 % de B), 40 minutos de un 
gradiente linear que va desde del 10 % de B al 50 %, seguido de 10 minutos con una solución 
al 50 % de ambos solventes.
En las muestras correspondientes a diferentes estadios del crecimiento de una población 
de T. thermophila, se aplicaron 5 μl de la muestra en el cromatógrafo Ultimate 3000 acoplado a 
un detector de fluorescencia. Los tioles unidos al monobromobimano, fueron identificados con 
excitación a 360 nm y emisión a 450 nm. En los tratamientos con metales o agentes inductores 
de estrés se utilizó un cromatógrafo asociado a un lector de absorbancia (ÄKTA, Amersham 
Pharmacia Biotech), por lo que la presencia de grupos tioles se detectó a 395 nm. En este caso 
debido a la menor sensibilidad del sistema de detección se aplicaron 100 μl.
8.2 Determinación de los pesos moleculares por espectrometría de masas.
Con el fin de identificar los picos separados en el HPLC, se determinaron las masas mo-
leculares por espectrometría de masas. La determinación de la distribución de los pesos mole-
culares de las biomoléculas (MH+) se realizó utilizando un espectrómetro de masas en tándem, 
4.800 MALDI TOF/TOF analyzer de Applied Biosystems, equipado con un laser Diode-pumped 
Nd:YAG a 355 nm (800 disparos/espectro), midiendo en modo reflector positivo, con una voltaje 
aceleración de 20.000 v y optimizando el tiempo de retardo y el gradiente de potencial para 
enfocar en el rango de masa de 500 a 2.000 Da.
9. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS GR, TryR y TryS.
9.1 Obtención del extracto celular de Tetrahymena thermophila.
Se obtuvo un cultivo de 2 litros de T. thermophila como se describe en la sección 3.1. 
Cuando se alcanzó la concentración de 1-3x105 células/ml (fase exponencial tardía), las células 
se recogieron por centrifugación a 3.000 x g durante 10 minutos y se lavaron dos veces con 
tampón Tris-HCl. A continuación se resuspendieron en un volumen de 15 ml de tampón de 
lisis (tampón fosfato de potasio y 15 μl de una mezcla de inhibidores de proteasas (Protease 
Inhibitor Cocktail Set III, Calbiochem). Las células se lisaron bajo presión (30 Kpsi) utilizando el 
One-Shot® Cell Disruptor (Constant System). Para eliminar restos celulares y proteínas de alto 










se dializó con dos volúmenes del mismo tampón de lisis usando las menbranas Slide-A-Lyzer 
Dialysis Cassette (3.500MWCO) (Thermo Scientific). La concentración de proteínas se cuantificó 
por el método de Bradford con el kit comercial Bio-Rad Protein Assay. En cada caso, se restó 
la cantidad de inhibidores de proteasas añadidos anteriormente. La muestra se distribuyó en 
alícuotas que se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 ºC. Una vez desconge-
ladas, estas alícuotas se utilizaron exclusivamente una vez.
9.2 Determinación de la actividad tripanotión sintetasa.
La actividad tripanotión sintetasa se analizó mediante la detección del producto de la 
reacción SPD+GSH+ATP+NADPH→Gsp+T[SH]
2
+NADP++ADP por HPLC. Con este fin, diferentes 
concentraciones (0,1-0,5 mg de proteínas) de un extracto celular de Tetrahymena thermophila 
obtenido como se explica anteriormente, se incubaron durante 1 hora a 37 ºC con los siguientes 
compuestos: 0,8 mM GSH, 0,8 mM espermidina, 2 mM ATP, 5 mM MgSO
4
, 0,5 mM NADPH, 1 mM 
EDTA y 0,5 unidades de la enzima recombinante TR de Crithidia. 10 μl de esta reacción fueron 
analizados por HPLC previa derivatización con mBrB como se explica en el apartado 3.8.1. Como 
control positivo de la síntesis de tripanotión o de su intermediario, el glutamilespermidina, se 
utilizaron la enzimas recombinantes tripanotión sintetasa y gluationilespermidina respectiva-
mente, del protozoo Crithidia fasciculata, a una concentración de 1 μM. Como control negativo, 
se preparó una solución del extracto a la concentración más elevada (0,5 mg de proteína) que 
se inactivó, calentando la muestra a 100 ºC durante 10 minutos. 
9.3 Determinación de la actividad glutatión reductasa y tripanotión reductasa.
Se determinó la actividad oxidoreductasa frente a GSSG o tripanotión oxidado, tanto en 
muestras control como en muestras tratadas con metales pesados (Cd2+, Cu2+ y Zn2+) y CDNB 
en las mismas condiciones en las que se había analizado la expresión de los genes codificantes 
para estas enzimas (Tabla 9).
La reacción catalizada por la ambas reductasas requiere poder reductor cedido por el 
NADPH o NADH. La actividad de estas enzimas se determinó espectrofotométricamente a par-
tir del NADP+. Se preparó una mezcla que contenía 150 μM NADPH (Sigma) en tampón HEPES. 
Esta mezcla se colocó a 27 ºC en el espectrofotómetro Beckman DU-70 y se inició la lectura de la 
absorbancia a 340 nm (Figura 22). Se añadieron diferentes cantidades de proteínas (0,1-0,5 mg) 
del extracto celular de T. thermophila obtenido en el apartado anterior, para determinar de esta 
















Seguidamente se incorporó el sustrato de la reacción que pretendíamos valorar, en una tanda 
disulfuro de glutatión y en otra tripanotión oxidado, en ambos casos a una concentración final 
de 50 μM (Figura 22). Se consideró una unidad de actividad enzimática la cantidad de enzima 
necesaria para oxidar 1 μM de NADPH por minuto, utilizando el valor 6,33 como el coeficiente 
de extinción molar del NADPH. Como controles positivos, se utilizaron unas muestras en las que 
en lugar de añadir extracto celular se añadieron las enzimas GR humana o TryR de Crithidia 
(0,1 U/ml).
Figura 22. Determinación de la actividad oxidorreductasa. Al incorporar el extracto celular, la absorban-
cia de la solución disminuye, en parte porque estamos diluyendo el NADPH, y en parte porque en el extracto 
existen enzimas y otros compuestos que lo oxidan. Esta disminución en la absorbancia en inherente al GSH o 
al Try. Una vez que esta disminución se estabiliza podemos añadir el sustrato oxidado, GSSG o TS
2
. En la zona 
donde la bajada de absorvancia es lineal con el tiempo podemos cuantificar la actividad oxidorreductasa 
como la diferencia en los niveles de absorvancia con respecto al tiempo. Debemos tener en cuenta el coefi-

























































































1. RELEVANCIA DE LAS MOLÉCULAS CON GRUPOS TIÓLICOS EN LA RESPUESTA 
-ESTRÉS FRENTE A METALES PESADOS Y OTROS AGENTES CITOTÓXICOS EN EL 
CILIADO Tetrahymena thermophila.
Con el fin de determinar la importancia relativa de las moléculas que presentan grupos 
tiólicos libres (-SH), en la respuesta celular frente a compuestos citotóxicos, se hicieron valora-
ciones cuantitativas, tanto de citotoxidad como de grupos tiólicos totales. Para ello, se utilizaron 
dos tipos de poblaciones, tratadas o no con los inhibidores BSO o NEM (tratamientos de 2 ó 24 
h) que reducen los niveles de glutatión o bloquean los grupos tiólicos, respectivamente. Ambos 
tipos de poblaciones celulares de T. thermophila fueron igualmente expuestas o no (control) a 
diferentes condiciones de estrés, fundamentalmente estrés oxidativo, mediante la exposición 
a concentraciones subletales de ciertos metales (Cd2+ o As5+), agentes oxidantes (Paraquat, Me-
nadiona) o bién pH ácido. La valoración simultánea de grupos tiólicos y citotoxicidad, se realizó 
por citometría de flujo, utilizando los fluorocromos CMFDA y ioduro de propidio (IP). Los valores 
de fluorescencia obtenidos en cada tratamiento con inhibidores, se normalizaron respecto al 
control en cada experimento. Estos resultados se muestran en las Figuras 23-38. En cada una de 
estas figuras se incluyen tablas con los valores medios (m) y las desviaciones estándar (ds) tan-
to de la fluorescencia relativa como de los porcentajes de mortalidad de cada muestra (+BSO 
y –BSO o +NEM y –NEM) y para cada tratamiento. Igualmente, en otras dos tablas adjuntas 
(citotoxicidad o grupos tiólicos) se muestran los resultados del análisis estadístico para cada 
muestra y tratamiento, indicándose entre paréntesis el valor p de cada análisis.  Los valores p< 
0,05 se consideraron significativos y se destacan con sombreado amarillo. Para una mejor com-


























































- BSO + BSO
m ds m ds
0 5,75 0,85 3,01 0,76
1,32 4,75 0,89 4,41 1,02
1,54 4,08 2,79 4,33 1,71




- BSO + BSO
m ds m ds
0 1 0 0,62 0,02
1,32 2,11 0,12 1,04 0,05
1,54 1,95 0,05 0,91 0,12
1,76 1,77 0,07 0,89 0,07
Tabla F23C. Estadística CMFDA
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de BSO:
Cd2+(0): (0,000) Cd2+(1,32): (0,001) Cd2+(1,54): (0,002) Cd2+(1,76): (0,000)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,004) 1,32-1,54: (0,013) 1,54-1,76: (0,048)
BSO (+) 0-1,32: (0,001) 1,32-1,54: (0,090) 1,54-1,76: (0,539)
Tabla F23D. Estadística IP
Interacción: NO (0,360)
Efecto de BSO: (0,364)
Efecto de Cd2+: 0-1,32: (0,763) 1,32-1,54: (0,708) 1,54-1,76: (0,539)
Figura 23. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a Cd2+, en presencia o ausencia de BSO 
(butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F23A y F23B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F23C y F23D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 


















- BSO + BSO
m ds m ds
0 1 0 0,24 0,00
1,32 1,85 0,11 0,69 0,07
1,54 2,05 0,05 0,74 0,07




- BSO + BSO
m ds m ds
0 6,41 2,55 3,01 0,76
1,32 8,79 3,24 5,98 1,34
1,54 19,02 2,07 18,36 0,37
1,76 93,14 2,82 45,89 7,75
Tabla F24C. Estadística CMFDA.
Interacción: SÍ (0,011)
Efecto de BSO:
Cd2+(0): (0,000) Cd2+(1,32): (0,000) Cd2+(1,54): (0,000) Cd2+(1,76): (0,004)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,006) 1,32-1,54: (0,025) 1,54-1,76: (0,218)
BSO (+) 0-1,32: (0,027) 1,32-1,54: (0,137) 1,54-1,76: (0,435)
Tabla F24D. Estadística IP.
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de BSO:
Cd2+(0): (0,093) Cd2+(1,32): (0,238) Cd2+(1,54): (0,614) Cd2+(1,76): (0,001)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,283) 1,32-1,54: (0,079) 1,54-1,76: (0,001)
BSO (+) 0-1,32: (0,069) 1,32-1,54: (0,002) 1,54-1,76: (0,023)
Figura 24. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a Cd2+, en presencia o ausencia de BSO 
(butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F24A y F24B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F24C y F24D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
























































- NEM + NEM
m ds m ds
0 1,55 0,59 2,37 1,13
1,32 3,79 1,56 2,72 1,31
1,54 2,92 1,65 3,35 2,18




- NEM + NEM
m ds m ds
0 1 0 0,80 0,07
1,32 1,34 0,15 0,79 0,17
1,54 1,15 0,06 0,68 0,01
 1,76 1,10 0,06 0,64 0,25
Tabla F25C. Estadística CMFDA.
Tabla F25D. Estadística IP.
Figura 25. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a Cd2+, en presencia o ausencia de NEM 
(N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F25A y F25B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F25C y F25D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,178)
Efecto de NEM: (0,003)
Efecto de Cd2+: 0-1,32: (0,074) 1,32-1,54: (0,034) 1,54-1,76: (0,712)
Interacción: NO (0,587)
Efecto de NEM: (0,559)
























































- NEM + NEM
m ds m ds
0 3,75 1,46 6,97 3,53
1,32 4,05 1,63 15,57 1,96
1,54 10,10 3,12 65,87 3,76




- NEM + NEM
m ds m ds
0 1 0 0,30 0,05
1,32 2,08 0,27 0,38 0,01
1,54 2,07 0,32 0,39 0,02
1,76 1,97 0,15 0,34 0,12
Tabla F26C. Estadística CMFDA.
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de NEM:
Cd2+(0): (0,000) Cd2+(1,32): (0,000) Cd2+(1,54): (0,000) Cd2+(1,76): (0,001)
Efecto de Cd2+:
NEM (-) 0-1,32: (0,001) 1,32-1,54: (0,864) 1,54-1,76: (0,191)
NEM (+) 0-1,32: (0,030) 1,32-1,54: (0,329) 1,54-1,76: (0,353)
Tabla F26D. Estadística IP.
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de NEM:
Cd2+(0): (0,215) Cd2+(1,32): (0,001) Cd2+(1,54): (0,000) Cd2+(1,76): (0,900)
Efecto de Cd2+:
NEM (-) 0-1,32: (0,849) 1,32-1,54: (0,086) 1,54-1,76: (0,001)
NEM (+) 0-1,32: (0,113) 1,32-1,54: (0,001) 1,54-1,76: (0,039)
Figura 26. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a Cd2+, en presencia o ausencia de NEM 
(N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F26A y F26B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F26C y F26D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 






















































Tabla F27C. Estadística CMFDA.
Tabla F27D. Estadística IP.
Figura 27. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utili-
zando el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a As5+, en presencia o ausencia de BSO 
(butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F27A y F27B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F27C y F27D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: SÍ (0,040)
Efecto de BSO:
As5+(0): (0,019) As5+(33): (0,039) As5+(66): (0,004) As5+(133): (0,003)
Efecto de As5+:
BSO (-) 0-33: (0,004) 33-66: (0,001) 66-133: (0,010)




- BSO + BSO
m ds m ds
0 1 0 0,75 0,11
33 2,14 0,13 1,42 0,36
66 1,91 0,12 1,19 0,16




- BSO + BSO
m ds m ds
0 4,96 3,21 5,97 1,81
33 4,97 0,62 3,8 0,95
66 7,69 1,45 6,52 1,14
133 5,36 3,73 7,43 3,33
Interacción: NO (0,506)
Efecto de BSO: (0,838)
















































Tabla F28C. Estadística CMFDA.






- BSO + BSO
m ds m ds
0 1 0 0,37 0,05
33 0,75 0,11 0,25 0,03
66 0,64 0,11 0,23 0,03




- BSO + BSO
m ds m ds
0 6,3 1,17 5,65 1,32
33 19,19 2,81 19,17 3,82
66 47,92 8,30 46,87 5,70
133 89,90 4,62 91,82 6,48
Interacción: SÍ (0,011)
Efecto de BSO:
As5+(0): (0,000) As5+(33): (0,002) As5+(66): (0,003) As5+(133): (0,001)
Efecto de As5+:
BSO (-) 0-33: (0,047) 33-66: (0,001) 66-133: (0,122)
BSO (+) 0-33: (0,073) 33-66: (0,020) 66-133: (0,279)
Figura 28. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a As5+, en presencia o ausencia de BSO 
(butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F28A y F28B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F28C y F28D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,888)
Efecto de BSO: (0,797)






















































Tabla F29C. Estadística CMFDA.




- NEM + NEM
m ds m ds
0 1 0 0,84 0,08
33 1,64 0,08 1,54 0,38
66 1,54 0,22 1,07 0,27




- NEM + NEM
m ds m ds
0 2,32 0,94 5,46 0,77
33 5,13 2,47 7,86 2,21
66 5,34 0,86 6,51 1,52
133 5,59 2,99 6,43 3,34
Figura 29. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a As5+, en presencia o ausencia de NEM 
(N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F29A y F29B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F29C y F29D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,418)
Efecto de NEM: (0,040)
Efecto de As5+: 0-33: (0,002) 33-66: (0,006) 66-133: (0,099)
Interacción: NO (0,668)
Efecto de NEM: (0,097)















































Tabla F30C. Estadística CMFDA.






- NEM + NEM
m ds m ds
0 1 0 0,77 0,02
33 0,87 0,10 0,64 0,05
66 0,44 0,05 0,34 0,00




- NEM + NEM
m ds m ds
0 5,26 2,12 7,49 2,19
33 15,66 6,46 22,43 2,85
66 54,47 12,02 61,58 5,87
133 88,73 2,17 93,21 4,64
Interacción: SÍ (0,027)
Efecto de NEM:
As5+(0): (0,000) As5+(33): (0,034) As5+(66): (0,055) As5+(133): (0,025)
Efecto de As5+:
NEM (-) 0-33: (0,148) 33-66: (0,004) 66-133: (0,020)
NEM (+) 0-33: (0,034) 33-66: (0,009) 66-133: (0,002)
Figura 30. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a As5+, en presencia o ausencia de NEM 
(N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F30A y F30B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F30C y F30D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,692)
Efecto de NEM: (0,060)






















































Tabla F31C. Estadística CMFDA.




- BSO + BSO
m ds m ds
0 1 0 0,65 0,06
2,5 0,39 0,11 0,32 0,11
5 0,32 0,12 0,28 0,11




- BSO + BSO
m ds m ds
0 1,68 1,2 1,57 1,50
2,5 3,18 1,5 1,72 0,63
5 2,57 0,83 2,60 1,58
10 5,32 0,69 3,07 1,90
Interacción: SÍ (0,016)
Efecto de BSO:
PQ(0): (0,011) PQ(2,5): (0,510) PQ(5): (0,618) PQ(10): (0,585)
Efecto de PQ:
BSO (-) 0-2,5: (0,013) 2,5-5: (0,011) 5-10: (0,525)
BSO (+) 0-2,5: (0,012) 2,5-5: (0,020) 5-10: (0,199)
Figura 31. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utili-
zando el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a PQ, en presencia o ausencia de BSO 
(butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F31A y F31B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F31C y F31D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,320)
Efecto de BSO: (0,225)

















































Tabla F32C. Estadística CMFDA.






- BSO + BSO
m ds m ds
0 1 0 0,13 0,03
2,5 0,64 0,41 0,08 0,01
5 0,43 0,00 0,13 0,03




- BSO + BSO
m ds m ds
0 2,31 0,86 2,14 0,71
2,5 16,02 2,2 6,93 0,54
5 56,51 3,98 20,78 0,69
10 82,04 4,07 79,04 5,17
Interacción: SÍ (0,043)
Efecto de BSO:
PQ(0): (0,000) PQ(2,5): (0,093) PQ(5): (0,003) PQ(10): (0,035)
Efecto de PQ:
BSO (-) 0-2,5: (0,505) 2,5-5: (0,257) 5-10: (0,044)
BSO (+) 0-2,5: (0,073) 2,5-5: (0,120) 5-10: (0,547)
Interacción: SÍ (0,001)
Efecto de BSO:
PQ(0): (0,809) PQ(2,5): (0,002) PQ(5): (0,000) PQ(10): (0,473)
Efecto de PQ:
BSO (-) 0-2,5: (0,005) 2,5-5: (0,006) 5-10: (0,018)
BSO (+) 0-2,5: (0,010) 2,5-5: (0,000) 5-10: (0,003)
Figura 32. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utili-
zando el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a PQ, en presencia o ausencia de BSO 
(butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F32A y F32B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F32C y F32D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0.05 (sombreados). Para una mejor 






















































Tabla F33C. Estadística CMFDA.




- NEM + NEM
m ds m ds
0 1 0 0,32 0,02
2,5 0,41 0,12 0,28 0,06
5 0,34 0,05 0,30 0,12
10 0,41 0,07 0,34 0,07
Interacción: SÍ (0,003)
Efecto de NEM:
PQ(0): (0,015) PQ(2,5): (0,413) PQ(5): (0,574) PQ(10): (0,693)
Efecto de PQ:
NEM (-) 0-2,5: (0,032) 2,5-5: (0,452) 5-10: (0,423)
NEM (+) 0-2,5: (0,456) 2,5-5: (0,102) 5-10: (0,089)
Figura 33. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utili-
zando el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a PQ, en presencia o ausencia de NEM 
(N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F33A y F33B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F33C y F33D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,652)
Efecto de NEM: (0,568)




- NEM + NEM
m ds m ds
0 1,70 1,36 3,24 0,81
2,5 3,17 2,87 4,73 1,98
5 2,47 1,00 4,09 1,13
















































Tabla F34C. Estadística CMFDA.






- NEM + NEM
m ds m ds
0 1 0 0,36 0,02
2,5 0,36 0,26 0,29 0,02
5 0,34 0,29 0,22 0,01




- NEM + NEM
m ds m ds
0 2,8 1,54 3,39 1,6
2,5 9,63 3,21 17,86 2,23
5 53,15 5,03 66,40 4,61
10 95,03 6,56 94,03 5,29
Interacción: SÍ (0,032)
Efecto de NEM:
PQ(0): (0,000) PQ(2,5): (0,438) PQ(5): (0,336) PQ(10): (0,182)
Efecto de PQ:
NEM (-) 0-2,5: (0,057) 2,5-5: (0,678) 5-10: (0,173)
NEM (+) 0-2,5: (0,000) 2,5-5: (0,002) 5-10: (0,006)
Figura 34. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizan-
do el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a PQ, en presencia o ausencia de NEM 
(N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F34A y F34B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F34C y F34D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,112)
Efecto de NEM: (0,005)






















































Tabla F35C. Estadística CMFDA.




- BSO + BSO
m ds m ds
0 1 0 0,70 0,09
5 0,67 0,01 0,51 0,06
7,5 0,45 0,02 0,29 0,09




- BSO + BSO
m ds m ds
0 1,65 0,50 2,23 0,99
5 17,67 0,83 7,63 2,88
7,5 57,35 4,74 28,04 1,76
10 88,31 8,73 74,90 5,42
Interacción: SÍ (0,017)
Efecto de BSO:
MD(0): (0,004) MD(5): (0,006) MD(7,5): (0,045) MD(10): (0,482)
Efecto de MD:
BSO (-) 0-5: (0,001) 5-7,5: (0,008) 7,5-10: (0,081)
BSO (+) 0-5: (0,014) 5-7,5: (0,012) 7,5-10: (0,119)
Interacción: SÍ (0,004)
Efecto de BSO:
MD(0): (0,414) MD(5): (0,004) MD(7,5): (0,001) MD(10): (0,087)
Efecto de MD:
BSO (-) 0-5: (0,002) 5-7,5: (0,004) 7,5-10: (0,022)
BSO (+) 0-5: (0,042) 5-7,5: (0,006) 7,5-10: (0,119)
Figura 35. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utili-
zando el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a MD, en presencia o ausencia de BSO 
(butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F35A y F35B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F35C y F35D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 





















































Tabla F36C. Estadística CMFDA.






- NEM + NEM
m ds m ds
0 1 0 0,78 0,10
5 0,71 0,02 0,58 0,11
7,5 0,54 0,10 0,36 0,05




- NEM + NEM
m ds m ds
0 1,36 1,00 2,03 1,27
5 15,41 2,81 20,79 3,05
7,5 58,90 4,00 76,67 4,12
10 89,12 8,37 88,64 8,31
Figura 36. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utili-
zando el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 2 h a MD, en presencia o ausencia de NEM 
(N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al CMFDA, 
y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F36A y F36B) se 
recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o mortali-
dad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F36C y F36D) contienen el análisis estadístico de los 
resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una mejor 
comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
Interacción: NO (0,091)
Efecto de NEM: (0,052)
Efecto de MD: 0-5: (0,000) 5-7,5: (0,002) 7,5-10: (0,009)
Interacción: NO (0,079)
Efecto de NEM: (0,025)






















































Tabla F37C. Estadística CMFDA.
Tabla F37D. Estadística IP.
Figura 37. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizando 
el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a un medio con pH 5, en presencia o ausencia 
de BSO (butionilsulfoximina). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida 
al CMFDA, y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F37A y 
F37B) se recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o 
mortalidad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F37C y F37D) contienen el análisis estadístico 
de los resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una 
mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
pH
Fluorescencia relativa
- BSO + BSO
m s m s
7 1 0 0,33 0,15
5 1,31 0,07 0,25 0,19
pH
% mortalidad
- BSO + BSO
m s m s
7 7,97 1,26 6,00 0,66
5 7,53 2,50 6,3 3,26
Interacción: SÍ (0,003)
Efecto de BSO:
pH7: (0,021) pH5: (0,002)
Efecto de pH:
BSO (-) pH7-pH5: (0,031)
BSO (+) pH7-pH5: (0,095)
Interacción: NO (0,768)
Efecto de BSO: (0,299)


















































Tabla F38C. Estadística CMFDA.
Tabla F38D. Estadística IP.
Tabla F38B.
Mortalidad (IP).
Figura 38. El histograma muestra la determinación de grupos tiólicos mediante citometría de flujo, utilizando 
el fluorocromo CMFDA, en poblaciones expuestas durante 24 h a un medio con pH 5, en presencia o ausencia 
de NEM (N-etilmaleimida). En el eje izquierdo de la gráfica se representa la fluorescencia relativa debida al 
CMFDA, y en el eje derecho el porcentaje de mortalidad celular (líneas). En las dos primeras tablas (F38A y 
F38B) se recogen los valores representados en la doble gráfica, m: valores medios de fluorescencia relativa o 
mortalidad; ds: desviación estándar. Las dos tablas siguientes (F38C y F38D) contienen el análisis estadístico 
de los resultados obtenidos para ambos parámetros. Valores significativos a p< 0,05 (sombreados). Para una 
mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I.
pH
Fluorescencia relativa
- NEM + NEM
m s m s
7 1 0 0,12 0,01
5 1,02 0,07 0,09 0,02
pH
% mortalidad
- NEM + NEM
m s m s
7 6,13 3,12 7,07 2,97
5 7,00 1,93 7,37 2,16
Interacción: SÍ (0,025)
Efecto de NEM:
pH7: (0,000) pH5: (0,000)
Efecto de pH:
NEM (-) pH7-pH5: (0,092)
NEM (+) pH7-pH5: (0,209)
Interacción: NO (0,583)
Efecto de NEM: (0,767)














































En el caso del Cd2+ (Figuras 23-26), las exposiciones a tiempos cortos (2 h), causan una 
mortalidad  prácticamente nula para todas las concentraciones ensayadas de este metal (Figu-
ras 23 y 25); sin embargo, en los tratamiento más prolongados (24 h) (Figuras 24 y 26), el porcen-
taje de mortalidad se incrementa notablemente a concentraciones metálicas comprendidas 
entre 1,54 y 1,76 µM, de manera que, a esta última concentración la mortalidad celular afecta 
casi al 100 % de la población (sin BSO y con/sin NEM), mientras que a esta misma concentración 
de Cd2+ (1,76 µM) y tratamiento con BSO (Figura 24) la mortalidad es del 50 %. Este efecto cito-
tóxico del Cd2+ es bastante diferente en presencia de cualquiera de los productos que afecta la 
capacidad celular antioxidante, BSO o NEM, cuando las células son expuestas al metal durante 
24 h. La existencia de BSO en el medio, disminuye la mortalidad de los cultivos de forma signifi-
cativa, casi a la mitad (50 %) (Figura 24) a la concentración de Cd2+ más elevada. Por el contrario, 
en presencia de NEM (Figura 26), se produce un incremento drástico en el porcentaje de células 
muertas (un 70 %) a 1,54 µM de Cd2+, respecto de la población con Cd2+ pero sin NEM. A una 
concentración de Cd2+ superior (1,76 µM) ambas poblaciones (con o sin NEM) presentan una 
mortalidad del 100 %.  
La presencia de Cd2+, también causa importantes variaciones en los niveles celulares de 
antioxidantes con grupos tiólicos (Figuras 23-26). Independientemente del tiempo de exposi-
ción al metal (2 ó 24 h), los tratamientos con Cd2+ causan un incremento de fluorescencia, que 
correspondería a un aumento de los niveles intracelulares de antioxidantes con grupos tiólicos 
(GSH y metalotioneínas, principalmente). Como se esperaba, en presencia de BSO o NEM, la 
emisión de fluorescencia disminuye de forma significativa, esta diferencia es más acusada en 
poblaciones tratadas durante 24 h (Figuras 24 y 26), lo que significa un descenso en la con-
centración celular de GSH u otros antioxidantes con grupos tiólicos. En las exposiciones a dife-
rentes concentraciones de Cd2+, los patrones de los niveles de moléculas con grupos tiólicos a 
diferentes concentraciones de Cd2+ (los tratados durante 2 h) (Figuras 23 y 25) son, en general 
similares,  independientemente de si han sufrido tratamiento con BSO o NEM, y algo similar 
ocurre con los patrones a 24 h de tratamiento con Cd2+ (Figuras 24 y 26). En los patrones de 2 h 
(Figuras 23 y 25), el máximo valor obtenido de fluorescencia está en los tratados con 1,32 µM de 
Cd2+, independientemente de si han sido tratados con BSO o NEM. A concentraciones superio-
res disminuyen tanto los controles como los tratados con BSO o NEM (aunque en algunos casos 
no hay diferencia significativa respecto de la muestra con la concentración de Cd2+ más baja). 
En los patrones de 24 h (tratamiento de Cd2+), los valores de fluorescencia van aumentando con 
la concentración de metal o se mantienen similares respecto de los obtenidos en la concentra-
ción más baja (Figuras 24 y 26). Igualmente, el BSO o NEM disminuyen drásticamente los niveles 










El As+5 (arseniato) presenta en T. thermophila un efecto citotóxico algo diferente respec-
to al observado para el Cd2+ (Figuras 27-30). En este caso, y al igual que el Cd2+, la mortalidad 
celular tras 2 h de tratamiento con As+5 fue prácticamente nula, tanto en presencia o ausencia 
de BSO o NEM (Figuras 27 y 29). Un incremento del tiempo de exposición al metal de hasta 24 
h causa variaciones importantes en la mortalidad de los cultivos, de manera que el incremento 
de la citotoxicidad celular guarda una relación directamente proporcional con la concentración 
de As5+ (Figuras 28 y 30), alcanzando una mortalidad de casi un 100 % a una concentración 133 
µM de As5+ (24 h). Y esto ocurre tanto en presencia o ausencia de BSO o NEM. 
En cuanto a la cantidad de grupos tiólicos libres, en presencia de arseniato se obtienen 
resultados algo diferentes a los detectados en las muestras expuestas a cadmio (Figuras 27-
30). En tratamientos cortos (2 h) y a la concentración más baja (33 µM) de metal, se produce 
un evidente incremento en la concentración intracelular de grupos tiólicos (casi el doble con 
respecto del control sin metal) (Figuras 27 y 29). Al aumentar la concentración de metal,  los ni-
veles intracelulares de tioles libres van disminuyendo, y esto ocurre tanto en muestras tratadas 
con BSO o NEM como las no tratadas. Las muestras tratadas con As5+-NEM (2 h) muestran una 
disminución de la concentración de grupos tiólicos libres menor (una diferencia media de 0,24) 
(Figura 29), que aquellas disminuciones que presentan las muestras tratadas con Cd2+-NEM (2 
h) (una diferencia media de 0,49) (Figura 25). Tratamientos más prolongados (24 h) (Figuras 28 
y 30), muestran un patrón similar tras tratamiento con As5+; una disminución paulatina de la 
cantidad de grupos tiólicos libres a medida que se incrementa la concentración de As5+, inver-
samente correlacionada con el incremento de mortalidad, y esto ocurre de forma similar tanto 
en las muestras tratadas con BSO o NEM como en las no expuestas con estos inhibidores. La 
disminución de los niveles de grupos tiólicos de muestras tratadas con BSO respecto de las no 
tratadas es mayor (una diferencia media de 0,4) (Figura 28), que la disminución detectada (una 
diferencia media de 0,12) en muestras tratadas con NEM respecto del control no tratado (Figura 
30). 
El paraquat (PQ) es un herbicida, con capacidad de inducir estrés oxidativo, que tiene 
escaso efecto tóxico sobre T. thermophila, cuando las exposiciones celulares son muy cortas (2 
h) (Figuras 31 y 33). Sin embargo, la citotoxicidad del PQ aumenta notablemente cuando los 
tratamientos tienen una duración mayor (24 h) (Figuras 32 y 34). El porcentaje de mortalidad es 
superior en aquellas poblaciones celulares sometidas a una inhibición de la biosíntesis de GSH 
por la presencia de BSO (a una concentración de PQ de 5 mM) (Figura 32), con respecto a los 
cultivos sin BSO. Sin embargo, la alteración de compuestos tiólicos con NEM no causa variacio-








das a NEM (Figura 34). En todas las exposiciones a PQ, independientemente de la concentración 
utilizada y el tiempo de exposición (2 ó 24 h), la presencia de este agente produjo un descenso 
drástico en los niveles celulares de grupos tiólicos, siempre inferiores a los de la población con-
trol (sin PQ) (Figuras 33-34). El paraquat causa una disminución tan elevada de tioles celulares 
libres que su presencia interfiere con los inhibidores o agentes bloqueantes de tioles utilizados 
(BSO y NEM). Sin embargo, los tratados con BSO o NEM presentan unos valores ligeramente 
inferiores a aquellos que se observan en las muestras no tratadas (Figuras 33-34).
Si lo comparamos con lo que ocurre en otros microorganismos u organismos pluricelu-
lares, el oxidante menadiona (MD) (Figuras 35 y 36) es un compuesto muy tóxico para el ciliado 
T. thermophila, lo que resulta bastante sorprendente. Cuando los periodos de tratamiento fue-
ron largos (24 h), se produjo la mortalidad de toda la población, a todas las concentraciones 
ensayadas, incluidas las muy bajas (datos no mostrados). Por esta razón, en el caso de la MD, 
todos los experimentos se realizaron exponiendo a las células tan sólo durante 2 h (Figuras 
35 y 36). Los resultados indican una relación directamente proporcional entre la mortalidad 
celular y la concentración de MD, de manera que en presencia de una concentración 10 mM de 
este compuesto, la mayoría (80-90 %) de las células de la población no son viables (Figuras 35 y 
36). El efecto de la inhibición de la biosíntesis de GSH (tratados con BSO) (Figura 35), causa una 
disminución de la citotoxicidad de la MD, especialmente a concentraciones bajas o moderadas 
(5 y 7,5 mM) de MD.  Por el contrario, tratamientos con NEM siempre produjeron un ligero in-
cremento de la mortalidad celular a las mismas concentraciones moderadas de MD (Figura 36). 
Por otro lado, tanto el NEM como el BSO reducen los niveles de grupos tiólicos libres en todas 
las concentraciones de MD ensayadas, de una manera similar (una diferencia media de 0,12 
para ambos). Esta diferencia media (0,12) es menor respecto de los no tratados con MD (0,26 
de media). 
El descenso del pH hasta un valor de 5 no produce un incremento significativo de  mor-
talidad en los cultivos de Tetrahymena, con independencia de si las células están o no en pre-
sencia de los inhibidores BSO o NEM (Figuras 37 y 38). En presencia de BSO o NEM, e indepen-
dientemente del pH ácido o neutro, existe una disminución significativa de los grupos tiólicos 










2. RELEVANCIA DEL GLUTATIÓN EN LA RESPUESTA A ESTRÉS FRENTE A META-
LES PESADOS Y OTROS AGENTES CITOTÓXICOS EN EL CILIADO T. thermophila.
Por medio del fluorocromo CMFDA y posterior citometria de flujo, sólo es posible cuan-
tificar grupos tiólicos totales, sin poder diferenciar entre el GSH u otros tipos de moléculas que 
los presentan. Para evaluar la importancia de este tripéptido en la respuesta celular frente a los 
metales y agentes oxidantes utilizados, se determinaron los niveles de glutatión, mediante un 
ensayo enzimático específico, en distintas poblaciones de T. thermophila sometidas a los mis-
mos tratamientos que en el apartado anterior. Además, como un control, se valoró la cantidad 
de GSH en diferentes fases de la curva crecimiento-división de una población de T. thermophila, 
con el fin de conocer las variaciones que se producen a lo largo de la misma.  El protocolo uti-
lizado sólo permite valorar la cantidad de glutatión total, es decir, tanto el que se encuentra en 
forma reducida (GSH), como oxidada (GSSG). 
2.1 Variación enzimática de los niveles de glutatión total a lo largo de la curva de creci-
miento de una población de T. thermophila.
Con objeto de comprobar si se producen variaciones importantes en el contenido total 
de glutatión, a lo largo del crecimiento de una población del ciliado Tetrahymena thermophila 
(creciendo en condiciones estándar; medio PP210 a 32 ºC), se determinaron los niveles totales 
de esta molécula a lo largo de la curva de crecimiento. Los resultados se muestran en la Figura 
39.  Del análisis de la curva de crecimiento (fase exponencial) se obtiene un valor de n (número 
de generaciones) = 2,6 y un tiempo de generación de 4,6 h, con un valor de tasa horaria de 
crecimiento = 0,21 h-1. Como se aprecia en la Figura 39, los niveles de glutatión totales (expre-
sado como nmoles/106 células), se mantienen constantes (en torno a 3 nmoles) durante toda la 
fase de latencia, y se duplica durante la fase exponencial (18 h) alcanzándose el valor máximo 
cuando acaba esta fase de crecimiento. En la fase estacionaria (unas 18 h después de acabar la 
fase exponencial) los valores totales de glutatión disminuyen aproximadamente 2 nmoles por 
debajo del valor máximo alcanzado. Esto indica que los niveles de glutatión se incrementan 
durante la fase de máxima actividad celular (fase exponencial) y se sextuplica (6x) la población 
celular. En conclusión, debido a estas variaciones en el contenido basal de glutatión a lo largo 
del crecimiento poblacional, todos los bioensayos (cultivos control y poblaciones tratadas con 
diversos agentes) en los que se mida glutatión deberían hacerse utilizando poblaciones celula-








2.2 Valoración enzimática del glutatión en muestras tratadas con metales y agentes oxi-
dantes.
Las poblaciones de T. thermophila tratadas, durante 2 h, con distintas concentraciones 
de Cd2+ no mostraron variaciones significativas en el contenido total de glutatión (Figura 40A). 
La adición del inhibidor de la biosíntesis de glutatión (BSO), a estas muestras expuestas a trata-
mientos cortos con Cd2+, tampoco causan variaciones apreciables en la cantidad total de este 
tripéptido, independientemente de la concentración metálica presente en el medio (Figura 
40A), aunque sí se detecta una pequeña disminución del glutatión total. Por el contrario, las 
exposiciones celulares más prolongadas (24 h) a este metal no esencial, inducen un incremento 
significativo de glutatión, que es más apreciable en el caso de la concentración metálica más 
elevada (Figura 40B). En estos tratamientos metálicos más prolongados (24 h), el suministro 
adicional de BSO produce un pequeño descenso significativo en el nivel de glutatión total res-
pecto de los no tratados, salvo a la concentración de cadmio de 1,54 µM (Figura 40B). El análisis 
estadístico señala que  existe una interacción entre ambos factores, Cd2+ y BSO. Con respecto a 
los tratamientos con NEM (Figura 41), en exposiciones cortas (2 h), el compuesto NEM también 
parece actuar como un modulador del efecto celular del Cd2+ (Figura 41A). Sin embargo, el aná-
lisis estadístico no indica la existencia de interacción entre Cd2+ y NEM, cuando la exposición 
Figura 39. Valoración enzimática de la canti-
dad de glutatión a lo largo de la curva de cre-
cimiento de una población de T. thermophila.
En color verde se representa la cantidad total de 
GSH determinada para 106 células y en color azul 
el número de células que alcanza la población en 
función del tiempo de cultivo.
Tabla 12. Valoración enzimática de la cantidad de 
glutatión a lo largo de la curva de crecimiento de 
una población de T. thermophila. Se muestran los 
valores medios (m) (n=3) de glutatión en distintos 
puntos de la curva de crecimiento, su desviación es-
tándar (ds) y la concentración celular estimada por 


































0 - - 5x103
0,5 3,01 0,13 5x103
5 3,00 0,12 1x104
10 3,09 0,30 3x104
18 2,95 0,19 5x104
24 3,71 0,19 2x105
30 6,71 0,10 3x105










es más larga (24 h) (Figura 41B). En los experimentos con NEM durante 2 h, en los controles sin 
tratamiento con NEM (barras verdes en Figura 41A), la muestra tratada con 1,32 µM de Cd2+ 
muestra valores ligeramente superiores respecto del resto. Entre el control y la concentración 
más baja de metal (1,32 µM) existe un incremento significativo de glutatión, pero al aumentar 
la concentración de metal, se produce también un descenso significativo del tripéptido. En pre-
sencia de NEM (Figura 41A), existe una reducción significativa en todos los tratados con Cd2+, 
respecto de los no tratados con NEM. Por el contrario, en las exposiciones de mayor duración 
(24 h), se detecta un incremento suave del glutatión total respecto de la concentración de Cd2+ 
(Figura 41B). El NEM disminuye los niveles de glutatión en todos los casos. Por último, hay que 
destacar que, la reducción de los niveles totales de glutatión, causada por la presencia de NEM 
(tras 24 h de tratamiento, con un valor medio de 2,77 nmoles), es ligeramente superior al des-
censo de glutatión, que se produce al inhibir la biosíntesis de este tripeptido con BSO (24 h) (un 
valor medio de 3,25 nmoles). 
En presencia de arseniato (Figura 42), los valores de glutatión total (sin BSO) son muy 
similares a las diferentes concentraciones de este metaloide, tanto a 2 h (Figura 42A) como a 
24 h de tratamiento (Figura 42B). Cuando se adiciona BSO, hay ligeras disminuciones en los 
niveles de glutatión total respecto de aquellos sin BSO, siendo esa disminución más acentuada 
en las muestras tratadas durante 2 h (2,7 nmoles como promedio) respecto de las de 24h de 
tratamiento (3,6 nmoles como promedio). Por lo que no parece posible establecer una relación 
entre las variaciones de los niveles de glutatión y el tiempo de exposición metálica. El análisis 
estadístico revela exclusivamente la existencia de una interacción estadísticamente significati-
va, entre As5+ y BSO, cuando las exposiciones celulares a ambos componentes son cortas (2 h). 
Sin embargo, en los experimentos con NEM (Figura 43), el tiempo de exposición parece ser un 
factor a tener en cuenta. Así, se ha detectado un leve incremento en la cantidad total de glu-
tatión en aquellas poblaciones expuestas durante periodos más cortos, y, por el contrario, un 
descenso de glutatión total, cuando las células permanecían en presencia de ambos compues-
tos (As5+ y NEM) durante periodos más prolongados (24 h). Al igual que en los tratamientos con 
Cd2+, el efecto de la NEM es superior al del BSO en la reducción de los niveles de GSH.
En todos los casos, el tratamiento con PQ (Figuras 45 y 46) causa ligeras variaciones en 
la concentración total de glutatión, independientemente del tiempo de exposición y la con-
centración aplicada de este herbicida. Tanto en el pretratamiento con BSO como con NEM, en 
las exposiciones más cortas (2 h) existe una interacción significativa entre el BSO o la NEM y 
el PQ, interacción que no existe en los tiempos de exposición más prolongados (24 h). Cuan-













- BSO + BSO
m ds m ds
0 3,15 0,01 2,81 0,10
1,32 3,07 0,15 2,96 0,02
1,54 3,26 0,17 2,78 0,15






Cd2+(0): (0,001) Cd2+(1,32): (0,013) Cd2+(1,54): (0,253) Cd2+(1,76): (0,000)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,000) 1,32-1,54: (0,220) 1,54-1,76: (0,010)





- BSO + BSO
m ds m ds
0 3,18 0,02 2,87 0,07
1,32 3,46 0,03 3,29 0,06
1,54 3,46 0,06 3,42 0,12
1,76 3,88 0,05 3,43 0,01
Interacción: NO (0,077)
Efecto de BSO: (0,005)
Efecto de Cd2+: 0-1,32: (0,550) 1,32-1,54: (0,897) 1,54-1,76: (0,603)
Figura 40. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de BSO, en 
poblaciones (18-20 h de crecimiento) de T. thermophila, tratadas o no con Cd2+. A: exposición durante 2 horas. 
B: exposición durante 24 horas. En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la canti-
dad de glutatión; ds: desviación estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 


















































































- NEM + NEM
m ds m ds
0 3,53 0,18 2,94 0,40
1,32 4,32 0,04 2,38 0,00
1,54 3,62 0,18 2,72 0,32




Cd2+(0): (0,079) Cd2+(1,32): (0,000) Cd2+(1,54): (0,013) Cd2+(1,76): (0,012)
Efecto de Cd2+:
NEM (-) 0-1,32: (0,010) 1,32-1,54: (0,014) 1,54-1,76: (0,423)






- NEM + NEM
m ds m ds
0 3,41 0,11 2,46 0,03
1,32 3,46 0,38 2,89 0,23
1,54 3,71 0,12 2,77 0,15
1,76 3,93 0,09 2,97 0,01
Análisis estadístico.
Figura 41. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de BSO, en 
poblaciones (18-20 h de crecimiento) de T. thermophila, tratadas o no con Cd2+. A: exposición durante 2 horas. 
B: exposición durante 24 horas. En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la canti-
dad de glutatión; ds: desviación estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 
(sombreados en amarillo) Para una mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I. 
Interacción: NO (0,108)
Efecto de NEM: (0,002)






















































































- BSO + BSO
m ds m ds
0 3,27 0,06 2,91 0,05
33 3,47 0,23 2,72 0,27
66 3,54 0,28 2,69 0,16
133 3,87 0,05 2,48 0,05
Interacción: SÍ (0,010)
Efecto de BSO:
As5+(0): (0,001) As5+(33): (0,100) As5+(33): (0,007) As5+(133): (0,000)
Efecto de As5+:
BSO (-) 0-33: (0,355) 33-66: (0,814) 66-133: (0,123)




- BSO + BSO
m ds m ds
0 3,82 0,08 3,65 0,07
33 3,75 0,31 3,55 0,05
66 3,99 0,06 3,54 0,16
133 3,79 0,18 3,81 0,13
Interacción: NO (0,161)
Efecto de BSO: (0,033)
Efecto de As5+: 0-33: (0,255) 33-66: (0,230) 66-133: (0,204)
Figura 42. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de BSO, en 
poblaciones (18-20h de crecimiento) de T. thermophila, tratadas o no con As5+. A: exposición durante 2 horas. 
B: exposición durante 24 horas. En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la canti-
dad de glutatión; ds: desviación estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 























































































- NEM + NEM
m ds m ds
0 3,28 0,04 2,88 0,07
33 3,71 0,19 3,15 0,02
66 3,84 0,07 3,26 0,22




- NEM + NEM
m ds m ds
0 3,72 0,09 2,55 0,13
33 4,06 0,25 2,34 0,02
66 3,11 0,10 2,26 0,04
133 2,63 0,07 2,17 0,07
Interacción: SÍ (0,003)
Efecto de NEM:
As5+(0): (0,000) As5+(33): (0,007) As5+(33): (0,002) As5+(133): (0,001)
Efecto de As5+:
NEM (-) 0-33: (0,067) 33-66: (0,043) 66-133: (0,020)
NEM (+) 0-33: (0,100) 33-66: (0,038) 66-133: (0,042)
Figura 43. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de NEM, en 
poblaciones (18-20h de crecimiento) de T. thermophila, tratadas o no con As5+. A: exposición durante 2 horas. 
B: exposición durante 24 horas. En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la canti-
dad de glutatión; ds: desviación estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 
(sombreados en amarillo). Para una mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I. 
Interacción: NO (0,461)
Efecto de NEM: (0,002)





















































































- BSO + BSO
m ds m ds
0 4,11 0,15 2,61 0,17
2,5 3,44 0,06 2,84 0,01
5 3,34 0,09 3,49 0,03




- BSO + BSO
m ds m ds
0 4,65 0,17 3,72 0,06
2,5 3,97 0,09 3,79 0,06
5 3,74 0,12 3,85 0,20
10 4,28 0,36 3,81 0,11
Figura 44. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de BSO, en 
poblaciones (18-20h de crecimiento) de T. thermophila, tratadas o no con PQ. A: exposición durante 2 horas. 
B: exposición durante 24 horas. En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la canti-
dad de glutatión; ds: desviación estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 
(sombreados en amarillo). Para una mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I. 
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de BSO:
PQ(0): (0,000) PQ(2,5): (0,003) PQ(5): (0,058) PQ(10): (0,017)
Efecto de PQ:
BSO (-) 0-2,5: (0,008) 2,5-5: (0,383) 5-10: (0,089)
BSO (+) 0-2,5: (0,060) 2,5-5: (0,000) 5-10: (0,225)
Interacción: NO (0,092)
Efecto de BSO: (0,013)




















































































- NEM + NEM
m ds m ds
0 4,65 0,07 4,70 0,40
2,5 4,34 0,05 4,59 0,45
5 5,00 0,17 3,47 0,12
10 3,81 0,02 2,91 0,05
Interacción: SÍ (0,005)
Efecto de NEM:
PQ(0): (0,357) PQ(2,5): (0,605) PQ(5): (0,000) PQ(10): (0,000)
Efecto de PQ:
NEM (-) 0-2,5: (0,021) 2,5-5: (0,024) 5-10: (0,011)




- NEM + NEM
m ds m ds
0 4,54 0,02 3,32 0,16
2,5 5,17 0,12 3,66 0,09
5 4,52 0,32 3,77 0,21
10 4,37 0,08 3,37 0,08
Figura 45. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de NEM, en 
poblaciones (18-20h de crecimiento) de T. thermophila, tratadas o no con PQ. A: exposición durante 2 horas. 
B: exposición durante 24 horas. En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la canti-
dad de glutatión; ds: desviación estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 
(sombreados en amarillo). Para una mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I. 
Interacción: NO (0,087)
Efecto de NEM: (0,000)















































































- BSO + BSO
m ds m ds
0 5,63 0,20 4,54 0,23
5 6,96 0,47 6,49 0,13
7,5 4,08 0,98 2,77 0,51




- NEM + NEM
m ds m ds
0 3,53 2,25 2,94 0,40
5 4,33 0,04 2,38 0,00
7,5 3,60 0,18 2,75 0,32
10 3,62 0,15 2,72 0,35
Figura 46. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de BSO (A) 
o NEM (B), en poblaciones (18-20h de crecimiento) de T. thermophila, tratadas o no con MD durante 2 horas. 
En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la cantidad de glutatión; ds: desviación 
estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 (sombreados en amarillo). Para 
una mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I. 
Interacción: NO (0,179)
Efecto de BSO: (0,007)
Efecto de MD: 0-5: (0,086) 5-7,5: (0,002) 7,5-10: (0,094)
Interacción: NO (0,126)
Efecto de NEM: (0,127)


















































































- BSO + BSO
m ds m ds
7 2,66 0,10 2,50 0,05
5 2,90 0,06 2,72 0,03
pH
Glutatión (nmoles)
- NEM + NEM
m ds m ds
7 5,46 0,31 5,16 0,22
5 5,45 0,09 5,05 0,16
Figura 47. Niveles totales de glutatión, determinados enzimáticamente, en presencia o ausencia de BSO 
(A) o NEM (B), en poblaciones (18-20h de crecimiento) de T. thermophila, mantenidas a pH 7 o pH 5 durante 
24 horas. En las tablas se recogen los resultados obtenidos (m: valor medio de la cantidad de glutatión; ds: 
desviación estándar; n: número de determinaciones=3). Valores significativos a p< 0,05 (sombreados en ama-
rillo). Para una mejor comprensión de estas tablas consultar Anexo I. 
Interacción: NO (0,730)
Efecto de BSO: (0,025)
Efecto de pH: pH7-pH5 (0,001)
Interacción: NO (0,761)
Efecto de NEM: (0,006)







































































de glutatión total entre los controles no tratados y los tratados con paraquat. Sin embargo, 
cuando las exposiciones son más cortas (2 h), parece existir una interacción estadísticamen-
te significativa entre PQ y BSO, de manera que, dependiendo de la presencia o ausencia de 
BSO, se produce un aumento o una disminución de los niveles de glutatión, como se muestra 
en la Figura 45. Por ejemplo, en ausencia de BSO, se produce un descenso significativo de los 
niveles de glutatión entre el control y los tratados, mientras que en presencia de BSO hay un 
incremento significativo entre las concentraciones 2,5 y 5 mM. En los experimentos con NEM, el 
tiempo de tratamiento con PQ también parece  ser un factor importante para la existencia o no 
de una interacción NEM-PQ. En periodos cortos de tratamiento (2h) (Figura 46A) es cuando se 
establece una interacción, estadísticamente significativa, entre ambos componentes del medio. 
En estos tratamientos cortos y en ausencia de NEM se produce una disminución del glutatión 
entre el control y la concentración más baja (2,5 mM). Sin embargo cuando aumentamos la 
concentración de PQ a 5 mM, los niveles de glutatión aumentan de forma significativa, que 
vuelven a disminuir cuando la concentración de PQ se eleva a 10 mM (Figura 46A). En presencia 
de NEM únicamente hay reducción significativa en la cantidad de glutatión total, entre las dos 
últimas concentraciones (5 y 10 mM). Cuando las exposiciones son de 24 h, en presencia de 
NEM se detecta una disminución en los niveles totales de glutatión respecto a los valores obte-
nidos en ausencia de NEM e independientemente de la concentración de PQ utilizada (Figura 
46B). Igualmente, a 24 h, como sucedía a 2 h, existe un patrón de aumento y disminución de 
los niveles de glutatión. Entre el control y la primera concentración de PQ (2,5 mM) se produce 
un aumento significativo del glutatión, pero cuando aumentamos la concentración a 5mM los 
niveles disminuyen de forma significativa.
Como se indicó anteriormente, las exposiciones al agente oxidante menadiona (MD) 
siempre se realizan exclusivamente a 2 h debido a la alta toxicidad que presenta este agente 
oxidante en el ciliado T. thermophila. En presencia de MD, los niveles de glutatión muestran pa-
trones similares tanto en ausencia como en presencia de BSO (Figura 46A). Existe un incremen-
to de los niveles de glutatión a la concentración más baja de MD, seguida de una disminución 
proporcional a la concentración de MD utilizada (Figura 46A). Con respecto a la presencia de 
NEM en el medio (Figura 46B), los patrones de glutatión a las diferentes concentraciones de MD 
no se diferencian mucho respecto de la ausencia del mismo. Al igual que ocurría con el BSO, la 
presencia de NEM disminuye los valores promedio de glutatión respecto de aquellos obtenidos 
en su ausencia (Figura 46B). 
Antes de comentar el efecto del pH (24 h) sobre los niveles totales de glutatión, en pre-










cos, es conveniente diferenciar los protocolos experimentales utilizados. El tratamiento con BSO 
se produce 20 horas antes que el cambio de pH, de forma que los cultivos son más antiguos que 
en los experimentos con NEM, donde el tratamiento con NEM se produce 24 horas después del 
descenso de pH y sólo media hora antes a la cuantificación de glutatión. Como se aprecia en la 
Figura 47 (A y B), tanto BSO como NEM provocan un descenso significativo de los niveles de glu-
tatión. Sin embargo, únicamente se detecta efecto del pH ácido en los experimentos de BSO (en 
los cuales la población está expuesta a este pH 20 durante horas más que en los experimentos 
con NEM), produciendo un aumento del glutatión total. 
3.CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES Y ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN 
CODIFICANTE DE LA GLUTAMATO CISTEÍNA LIGASA (GCL) DE Tetrahymena 
thermophila.
Como se indicó en la Introducción, el glutatión se sintetiza mediante una ruta específica, 
dependiente de ATP, que en la mayoría de los organismos eucariotas comprende dos etapas 
distintas. La primera de ellas, está catalizada por la enzima glutamato cisteína ligasa, y se consi-
dera la más importante, ya que el dipéptido g-glutamilcisteína es funcional como antioxidante, 
al menos en levaduras. En el genoma macronuclear de Tetrahymena thermophila hemos loca-
lizado un único gen potencialmente codificante de una g-glutamilcisteína ligasa (GCL),  nume-
rado como TTHERM_00250970, el cual hemos denominado TtGCL. La longitud total de este 
gen es de 1.279 pb, y el análisis bioinformático ha mostrado la existencia de un intrón de 79 pb 
entre las posiciones +48 y +126 (Anexo II, figura 1A(II)). El gen TtGCL codifica  una proteína de 
405 aminoácidos, con un peso molecular estimado de 47,6 KDa. El dominio típico de actividad 
g-glutamilcisteína ligasa está comprendido entre los aminoácidos que ocupan las posiciones 
38 y 393. En T. thermophila esta enzima parece ser monomérica, ya que no se ha encontrado en 
el genoma macronuclear de este ciliado, ningún otro gen codificante de una posible subuni-
dad reguladora. Tras llevar a cabo un análisis de identidad de las secuencias aminoacídicas de 
diversas GCLs, incluyendo la de T. thermophila (Figura 48), se puede comprobar que el mayor 
porcentaje de similitud de la GCL de T. thermophila (65 %), es con la hipotética GCL del ciliado 
ectoparásito de peces Ichthyophthirius multifiliis (65%), seguido del ciliado Paramecium tetrau-
relia (49%). Además, en general, la GCL de Tetrahymena presenta mayor identidad (47-49 %) con 
las GCLs de mamíferos y otros animales, que con las GCLs procedentes de otros microorganis-
mos eucariotas, como Neurospora crassa (39 %) o Trypanosoma brucei (42 %) (Figura 48).  Por el 
contrario, apenas guarda similitud con las GCLs bacterianas o de plantas (entre otras), obtenién-








Debido a la importancia de este gen en la ruta biosintética del glutatión, se llevó a cabo 
un estudio de la expresión del gen TtGCL (mediante RT-PCR cuantitativa) en muestras tratadas 
con distintos metales pesados (Cd2+, Cu2+, As5+, Pb2+ ó Zn2+), agentes oxidantes (PQ, MD o CDNB) 
y otros agentes estresantes o condiciones de estrés, como diferentes pHs e inanición prolon-
gada (48 h). Los resultados de los niveles relativos de expresión del gen TtGCL se muestran en 
la Figura 49 y en la Tabla 1A(III) del Anexo III. Los resultados indican que la mayoría de los tra-
tamientos metálicos inducen significativamente la expresión de este gen, a excepción del Cu2+ 
que no induce significativamente la expresión de este gen (Tabla 1A(III) del Anexo III). Sin em-
bargo, se aprecian diferencias notables en los niveles de inducción, según la naturaleza química 
del catión metálico y el tiempo aplicado en los tratamientos. En todos los casos en donde existe 
inducción, los tratamientos metálicos cortos (2 h) mostraron mayores niveles de inducción que 
las exposiciones metálicas más prolongadas (24 h) para el mismo metal (Figura 49). El metal 
que más induce este gen es el As5+ (89 veces el valor basal como promedio). Otros metales 
inductores de este gen, como el Cd2+, Pb2+ y Zn2+, presentan niveles de inducción similares a 2 
h de tratamiento (6,5 ó 7 veces como valor medio) (Tabla 1A(III) del Anexo III, Figura 49).  En las 
exposiciones metálicas durante 24 h, se reducen considerablemente los valores de inducción 
para los metales que inducen la expresión de este gen, siendo el Pb2+ el que menos reduce los 
Figura 48. Matriz de identidad de las GCLs de diversos organismos. Af: Aspergillus fumigatus, Ce: Caenor-
habditis elegans, Dm: Drosophila melanogaster, Dr: Danio rerio, Hs: Homo sapiens, Im: Ichthyophthirius multifiliis, 
Mm: Mus musculus,Nc: Neurospora crassa, Pt: Paramecium tetraurelia, Rn: Rattus norvegicus, Sc: Saccharomyces 























































AfGCL 53 74 58 52 59 61 61 61 44 50 44 49
ScGCL 49 52 45 52 54 54 54 40 46 38 43
NcGCL 52 48 52 55 55 55 38 45 37 44
CeGCL 59 64 67 67 68 46 52 46 49
DmGCL 59 64 64 63 39 45 39 41
DrGCL 81 81 82 54 56 46 49
MmGCL 99 96 48 53 48 52
RnGCL 96 48 53 47 52
HsGCL 48 54 47 52













niveles de expresión tras 24 h (Tabla 1A(III) del Anexo III, Figura 49). Al igual que ocurre con la 
mayoría de los metales, la presencia de  agentes oxidantes (PQ, MD ó CDNB) también produjo 
una sobreexpresión del gen TtGCL, especialmente la MD, que es el más potente agente inductor 
de los  empleados en este estudio, ya que causa un incremento elevado (123 veces los niveles 
basales) a las 2 h (Figura 49). Con respecto al pH del medio, sólo la acidificación (pH 5) induce 
de forma  muy considerable la expresión del gen TtGCL (120 veces) (Figura 49, Tabla 1A(III) del 
Anexo III), no así el pH 9 que no induce este gen. La falta de nutrientes, durante 24 h,  también 
produce un ligero incremento, aunque no significativo, en la expresión de este gen (3 veces) 
(Figura 49, Tabla 1A(III) del Anexo III).
4. ANÁLISIS in silico Y DE LA EXPRESIÓN DE GENES HOMÓLOGOS DE GLUTATIÓN 
S-TRANSFERASAS PRESENTES EN T. thermophila.
4.1 Análisis in silico.
Las glutatión transferasas (GSTs) son enzimas multifuncionales imprescindibles en el 
metabolismo celular, implicadas principalmente en la conjugación de glutatión a compues-
tos de muy diversa naturaleza, considerados genéricamente como contaminantes ambienta-
les, que suelen ser tóxicos para los seres vivos. Esta unión con glutatión conlleva la pérdida o 
disminución de la biotoxicidad del compuesto tóxico al cual se une. Por tanto, las glutatión 
transferasas son moléculas universales que están involucradas en la respuesta celular de de-
Figura 49. Niveles de inducción relativa de la expresión del gen TtGCL. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 
400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 
2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrientes). Los asteriscos señalan los tratamientos que 




































fensa frente a condiciones ambientales adversas, considerándose uno de los principales bio-
marcadores moleculares de estrés y contaminación ambiental (Frova, 2006). Como se indicó en 
la introducción, esta superfamilia de proteínas presenta 3 familias distintas en los organismos 
eucariotas; citosólicas, mitocondriales y microsomales, según su localización celular. La familia 
de las GSTs citosólica es la más numerosa y se distribuye en, al menos, 15 clases distintas, de las 
cuales 3 clases (Zeta, Theta y Omega) tienen una distribución universal, es decir, se encuentran 
en todos los filos de seres vivos. 
En el genoma macronuclear del protozoo ciliado Tetrahymena thermophila, hemos lo-
calizado 63 genes ortólogos de GSTs, que codifican para proteínas con dominios glutatión 
S-transferasa. La denominación de los genes se ha realizado, como es perceptivo, siguiendo 
las mismas reglas establecidas por el Comité para la Nomenclatura de Genes Humanos, de tal 
forma que el prefijo Tt indica que pertenecen a la especie T. thermophila y las siglas GST corres-
ponden a la denominación de la enzima, glutatión S-transferasa. Para su clasificación, se realizó 
un estudio de similitud de las secuencias proteicas con las GSTs publicadas de otras especies 
biológicas. Por convenio, se ha establecido que para incluir una secuencia de GST en una deter-
minada clase la identidad de la misma con el resto de las GSTs de esa clase debe ser superior al 
40 %, mientras que las GSTs de distintas clases muestran una identidad de secuencias inferior 
al 25 %. La denominación  de cada clase se especifica con una letra mayúscula, que correspon-
de a la inicial del nombre de cada clase, por ejemplo, M para la clase Mu; T para la clase Theta, 
O para la clase Omega o Z para  la clase Zeta. Cuando una secuencia de una putativa GST de 
Tetrahymena presenta porcentajes de identidad inferiores al 40 %, con respecto a las secuen-
cias descritas como patrón o referencia de cada clase, no es posible asignarla a ninguna clase 
descrita previamente. A estas secuencias que, en principio, podrían establecer una nueva clase 
(específica de grupo biológico) de GST, se les asigna con la letra N, en el lugar correspondiente 
a la denominación de la clase. Algunas características de estos genes y sus productos inferidos 
(proteínas) se muestran en la Tabla 13. Las 63 posibles isoformas identificadas de GSTs de T. 
thermophila se han incluido dentro de cuatro clases conocidas distintas, de manera que, 5 iso-
formas se han identificado como pertenecientes a la  clase Theta, 7 isoformas se han incluido 
en la  clase Omega, 2 isoformas en la clase Zeta, 47 isoformas corresponden a la clase Mu, y, por 
último, 2 isoformas no pueden incluirse en ninguna de las clases descritas hasta el momento, 
por lo que se incluyen y denominan “N” (Tabla 13). Como se puede comprobar (Tabla 13), en T. 
thermophila los genes codificantes de putativas GSTs tienen una longitud muy diversa, incluso 
entre aquellos incluidos en una misma clase, que oscila entre 6.050 nucleótidos (TtGSM1) y 542 
nucleótidos (TtGSTT1), aunque la mayoría presenta un tamaño comprendido entre 600 y 850 










Tabla 13. Listado de genes ortólogos de GSTs encontrados en el genoma macronuclear del ciliado 
T. thermophila. Continuación en la página siguiente.







TtGSTM1 TTHERM_00672290 6.050 7 805 90,60 1R scf_8254199
TtGSTM2 TTHERM_00516420 737 1 215 26,10 1R scf_8254654
TtGSTM3 TTHERM_00516440 2.482 3 389 46,12 1R scf_8254654
TtGSTM4 TTHERM_00518470 2.328 2 392 46,46 1R scf_8254645
TtGSTM5 TTHERM_00129770 702 0 233 28,17 5 scf_8254645
TtGSTM6 TTHERM_00166100 660 0 219 25,54 Nd scf_8254798
TtGSTM7 TTHERM_00169100 660 0 219 25,44 Nd scf_8254798
TtGSTM8 TTHERM_00169110 3.321 1 725 80,49 Nd scf_8254798
TtGSTM9 TTHERM_00661620 657 0 218 25,04 5 scf_8254577
TtGSTM10 TTHERM_00661640 2.789 1 368 42,80 5 scf_8254577
TtGSTM11 TTHERM_00661650 660 0 219 25,09 5 scf_8254577
TtGSTM12 TTHERM_00661660 787 0 219 25,19 5 scf_8254577
TtGSTM13 TTHERM_00661570 730 0 239 28,52 5 scf_8254577
TtGSTM14 TTHERM_00661630 1.504 1 244 29,29 5 scf_8254577
TtGSTM15 TTHERM_00463010 684 0 227 27,02 4R scf_8254593
TtGSTM16 TTHERM_00689990 723 0 240 28,93 1L scf_8253915
TtGSTM17 TTHERM_00077530 711 0 236 28,04 Nd scf_8254650
TtGSTM18 TTHERM_00077550 705 0 234 28,05 Nd scf_8254650
TtGSTM19 TTHERM_00077560 629 1 165 19,77 Nd scf_8254650
TtGSTM20 TTHERM_00151420 609 0 202 24,39 1R scf_8254545
TtGSTM21 TTHERM_00274620 612 0 203 23,65 5 scf_8254649
TtGSTM22 TTHERM_00569160 606 0 201 23,23 4L scf_8254431
TtGSTM23 TTHERM_00569200 606 0 201 23,14 4L scf_8254431
TtGSTM24 TTHERM_00569210 609 0 202 23,50 4L scf_8254431
TtGSTM25 TTHERM_01289030 603 0 200 23,09 4L scf_8254431
TtGSTM26 TTHERM_00332090 621 0 206 23,94 4R scf_8254010
TtGSTM27 TTHERM_00895750 666 0 221 25,93 Nd scf_8254707
TtGSTM28 TTHERM_00895760 666 0 221 25,97 Nd scf_8254707
TtGSTM29 TTHERM_00895770 666 0 221 25,97 Nd scf_8254707
TtGSTM30 TTHERM_00630260 663 0 220 25,72 2R scf_8254470
TtGSTM31 TTHERM_00211500 642 0 213 24,66 Nd scf_8254815
TtGSTM32 TTHERM_00405440 642 0 213 24,75 4L scf_8254666
TtGSTM33 TTHERM_00211510 627 0 208 24,30 Nd scf_8254815
TtGSTM34 TTHERM_00405500 627 0 208 24,25 4L scf_8254666
TtGSTM35 TTHERM_00405450 627 0 208 24,29 4L scf_8254666
TtGSTM36 TTHERM_00405470 627 0 208 24,37 4L scf_8254666
TtGSTM37 TTHERM_00405400 627 0 208 24,25 4L scf_8254666
TtGSTM38 TTHERM_00630270 627 0 208 24,39 2R scf_8254470
TtGSTM39 TTHERM_00490890 624 0 207 24,04 Nd scf_8254636
TtGSTM40 TTHERM_00602860 669 0 222 25,53 Nd scf_8254754
TtGSTM41 TTHERM_00490870 672 0 223 26,02 Nd scf_8254636
TtGSTM42 TTHERM_00490880 669 0 222 25,72 Nd scf_8254636
TtGSTM43 TTHERM_00490900 645 0 214 25,11 Nd scf_8254636
TtGSTM44 TTHERM_00602870 618 0 205 23,88 Nd scf_8254754
TtGSTM45 TTHERM_00723630 2.881 4 761 88,91 Nd scf_8254636
TtGSTM46 TTHERM_00794370 744 0 247 29,22 Nd scf_8254552








dos en la clase Mu (TtGSTM), un 80 % de los incluidos en la clase Theta (TtGSTT) y un 100 % de 
los clasificados como “N” (TtGSTN), por el contrario hay otros en que la mayoría tiene intrones, 
así como, un 86 % de aquellos incluidos en la clase Omega (TtGSTO) o el 100 % de los incluidos 
en la clase Zeta (TtGSTZ) (Tabla 13). El número de intrones suele estar comprendido entre 1 y 
2, aunque existe genes con mayor número de intrones que suelen coincidir con las secuencias 
más largas, así por ejemplo; con 3 intrones (TtGSTM3), con 4 (TtGSTM45) o incluso 7 intrones 
(TtGSTM1) (Tabla 13). 
Con respecto a la localización de estos genes TtGSTs, aunque la localización cromosó-
mica de algunos de ellos está todavía por determinar, se puede afirmar que están distribuídos 
entre los 5 cromosomas que presenta el genoma micronuclear haploide de T. thermophila (Ta-
bla 13, Figura 50). Un 57 % de los asignados a la clase mayoritaria Mu están localizados en 1R, 
1L, 2R, 4R, 4L y 5, mientras que un 40 % de los asignados a la clase Theta están localizados en 1R, 
un 86 % de la clase Omega están localizados (2R, 3L y 4L), y todos los de la clase Zeta y “N” están 
localizados en 4L y 3L (Tabla 13).  La mayoría de estos genes que codifican GSTs putativas están 
localizados en el cromosoma metacéntrico Nº 4 (47,5% del total localizado), mayoritariamente 







TtGSTT1 TTHERM_00729240 542 0 233 27,96 Nd scf_8254476
TtGSTT2 TTHERM_00161470 690 0 229 27,13 Nd scf_8254476
TtGSTT3 TTHERM_00499540 711 0 236 27,97 1R scf_8254487
TtGSTT4 TTHERM_00499550 693 0 230 27,16 1R scf_8254487
TtGSTT5 TTHERM_00260690 3.295 2 405 47,38 Nd scf_8254788
TtGSTO1 TTHERM_00924320 928 2 270 31,63 Nd scf_8254550
TtGSTO2 TTHERM_00034950 780 0 259 30,57 3L scf_8254667
TtGSTO3 TTHERM_00400730 839 1 259 30,78 4L scf_8254666
TtGSTO4 TTHERM_00572000 843 1 259 30,66 4L scf_8254431
TtGSTO5 TTHERM_00572010 842 1 259 30,48 4L scf_8254431
TtGSTO6 TTHERM_00572020 833 1 259 30,48 4L scf_8254431
TtGSTO7 TTHERM_00630450 893 1 258 30,00 2R scf_8254470
TtGSTZ1 TTHERM_00575360 785 2 220 25,21 4L scf_8254752
TtGSTZ2 TTHERM_00575390 773 2 219 25,29 4L scf_8254752
TtGSTN1 TTHERM_00041590 699 0 232 26,12 3L scf_8254667
TtGSTN2 TTHERM_00402120 1.233 0 410 46,48 4L scf_8254666
Tabla 13. Listado de genes ortólogos de GSTs encontrados en el genoma macronuclear del ciliado 
T. thermophila. Se incluye nuestra propuesta de denominación del gen, longitud del gen (nucleótidos), nú-
mero de intrones, longitud de la proteína inferida, la masa molecular (kDa) inferida y su localización cromo-
sómica. CR: cromosoma. 1R: brazo derecho del cromosoma 1, 2R: brazo derecho del cromosoma 2, 3L: brazo 
izquierdo del cromosoma 3, 4L: brazo izquierdo del cromosoma 4, 4R: brazo derecho del cromosoma 4, Nd: sin 










en el brazo izquierdo 4L (17 secuencias). En segundo lugar está el cromosoma Nº 5 (que es te-
locéntrico) con un 22,5% del total de secuencias GSTs localizadas (todas de la clase mayoritaria 
Mu) (Tabla 13), en tercer lugar (con un 17,5% de las secuencias GSTs localizadas) está el cromo-
soma 1 metacéntrico (mayoritariamente en el brazo derecho, 1R) que incluye GSTs de las clases 
Mu y Theta. Y en minoría, están los cromosomas Nº 2 (brazo derecho, 2R) y Nº 3 (brazo izquierdo, 
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Figura 50. Organización genómica de algunos genes codificantes para GSTs en Tetrahymena thermo-
phila. Cada flecha indica un gen y en la parte superior de cada uno de ellos aparece una letra que hace refe-
rencia a la clase y el número de orden de la GST que codifican. Los genes especificados en rojo son aquellos 
de los cuales hemos analizado su expresión por RT-PCR cuantitativa. Entre dos genes adyacentes se indica  el 
número de pares de bases que los separan. Las puntas de cada flecha indica el sentido de la transcripción. Las 
bandas grises dentro de las flechas representan los intrones. En la parte inferior de la figura se representan los 
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Un análisis de homología de las secuencias nucleotídicas de las diferentes GSTs putativas 
presentes en T. thermophila, nos indica (Figuras 51, 52 y 53) que los niveles de homología son, en 
general, bastante altos. La mayoría de las GSTs incluidas en la clase Mu (47 secuencias) (Figura 
53) presentan una homología muy alta (≥90 %) o alta (80-89 %) y sólo 4 (TtGSTM1, TtGSTM8, 
TtGSTM17 y TtGSTM45) tienen homologías inferiores a un 65% con otras secuencias GSTs de 
este ciliado (marcadas en azul en Figura 51). Esto indica que las secuencias nucleotídicas son 
muy parecidas, como el caso extremo de TtGSTM28 y TtGSTM29 (con un 100 % de homología, 
entre ellas) (Figuras 53 y 54). Lo cual dificulta el estudio de su expresión génica (ya que los po-
sibles cebadores no distinguirían entre una u otra), y probablemente se han originado por du-
plicaciones génicas parálogas. Aquellas incluidas en la clase Omega (7 secuencias), presentan 
entre sí homologías inferiores al 65%,  y sólo dos genes (TtGSTO3 y TtGSTO4 ) presentan entre sí 
mayores porcentajes de homología (96%) (Figura 51). Las cinco secuencias incluidas en la clase 
Theta (Figura 52), presentan una muy elevada homología (≥70%), excepto la TtGSTT5 con una 
baja homología (28-30 %). 
Figura 51. Matriz de homología nucleotídica (an-
gulo inferior) e identidad aminoacídica (ángulo 
superior) de GSTs de clase Omega en Tetrahyme-
na thermophila. En color rojo aparecen los porcen-
tajes iguales o superiores a 95%, en morado entre 
90 y 94%, en gris entre 80 y 89% y en azul los infe-
riores a 65%.
Figura 52. Matriz de homología nucleotídica (an-
gulo inferior) e identidad aminoacídica (ángulo 
superior) de GSTs de clase Tetha en Tetrahymena 
thermophila. En color rojo aparecen los porcenta-
jes iguales o superiores a 95%, en morado entre 90 
y 94%, en gris entre 80 y 89%, en verde entre 65 y 












































































































































































































Las proteínas inferidas de los genes TtGSTs tienen un tamaño variable, que oscila entre 
805 y 165 aminoácidos, aunque la mayor parte de estas enzimas tiene una longitud comprendi-
da entre 200-250 aminoácidos. Consecuentemente, los pesos moleculares de las GSTs putativas 
de T. thermophila son muy variables (90,60-19,77 kDa), aunque la mayoría presenta un tamaño 
molecular que oscila entre 23 y 29 kDa. Entre las diversas clases de GSTs que posee este ciliado, 
la menor variabilidad de tamaño y peso molecular lo presentan las GSTs de la clase Omega 
(Tabla 13). Los porcentajes de identidad en todos los casos son superiores  a los porcentajes de 
homología, debido a que cambios en la secuencia nucleotídica no siempre implican cambios 
en la secuencia aminoacídica (Figuras 51, 52 y 53). De este modo, entre las TtGSTs de clase Ome-
ga, que mostraban una homología en torno al 45 %, existe una identidad aminoacídica superior 
al 88 % (Figura 51). De forma similar la identidad aminoacídica entre las TtGSTTs es muy elevada 
(≥90 %) excepto para el gen TtGSTT5 que comparte un 79 % de identidad con el resto de pro-
teínas de la clase Tetha (Figura 52). 
En la Figura 55, se representa el árbol filogenético que comprende la familia de las 63 
putativas GSTs de T. thermophila, en la que se puede observar la distribución de las diversas 
isoformas y su agrupación en clases. Como se puede comprobar, las GSTs de las clases Omega, 
Zeta y Theta constituyen grupos homogéneos, con derivaciones comunes. Por el contrario, en 
Figura 54. Alineamiento de las secuencias nucleotídicas correspondientes a los genes TtGSTM28 y Tt-
GSTM29. En amarillo se destacan aquellos nucleótidos que son idénticos en ambos genes.
TtGSTM28   ATGGGCTGTTAAAATTCAACTAGTTTAGTAAATGATATCCAAGCAAAAAATAATGATAACTTGGTTTTAGGTTAT
TtGSTM29   ATGGGTTGCTCAAATTCAACTGGTTAAGTAAACGATATCCAAGTAAAAAATAAAGATAACTTAGTTTTAGGTTAT
       
TtGSTM28   TGGGGACTTCCATTAAGAGGTCAACCTCTCAGATATATCTTAGAGCTTGCTAACTATCCTTACACAGAAACTAAA
TtGSTM29   TGGGGACTTCCATTAAGAGGTCAACCTCTCAGATATATCTTAGAGCTTGCTAACTATCCTTACACAGAAACTAAA
               
TtGSTM28   TACACTCTATCTCAAGCTACTGATTGGTTTGGTAAAGATAAATAAGAACTAGAATTAGATTTCCCAAATCTTCCA
TtGSTM29   TACACTCTATCTCAAGCTACTGATTGGTTTGGTAAAGATAAATAAGAACTAGAATTAGATTTCCCAAATCTTCCA
 
TtGSTM28   TATCTCATTCATGGTGATTTCTCAATTACAGAATCTTCTAATATTGCAAACTATTTGATCCAGTTAACAAATTAA
TtGSTM29   TATCTCATTCATGGTGATTTCTCAATTACAGAGTCTTCTAATATTGCAAACTATTTGATCCAGTTAACAAATTAA
TtGSTM28   CAATATCTTCAAGGAGAAGGCTAAGATAAATACAGAGTAAATAACATTAGATATGTATGCGATGAACTGACAGCT
TtGSTM29   CAATATCTTCAAGGAGAAGGCTAAGATAAATACAGAGTAGATAACATTAGATATGTATGCGATGAACTGACAGCT
                
TtGSTM28   AAAATATTTTCATCAACTCTCTAGAAGGAAGAAGAAAAGAAGAATTAATTAGACACTTAAATTCTTCCTAAAATT
TtGSTM29   AAAATATTTTCATCAACTCTCTAGAAGGAGGAAGAAAAGAAGAATCAATTAGAAACTTAAATTCTTCCTAAAATT
                
TtGSTM28   CAATAGCTATAAAAGGTATTAGGAAGTTAGACTTCATTCTTCAAGAAATTGACTTTAGCAGACATTTATGCTTAC
TtGSTM29   CAATAGCTCTAAAAGGTATTAGGAAGTTAGACTTCATTCTTCAAGAAATTGACTTTAGCAGACATTTATGCTTAC
               
TtGSTM28   ACAGCATTGGCCTATTTCAAAAAGACATACTCTATGGAATATCAGCAATTCGCATCAGACTTTGATCCTTTTTTA
TtGSTM29   ACAGCATTGGCCTATTTCAAAAAGACATACTCTAAGGAATATCAGCAATTCGCATCAGACTTTGATCCTTTTTTA
                
TtGSTM28   AAGAGATTTGAAGAAATTCCTAGAATAAAAAATTATCATCAATCTGAAAGATATAAAAAATTATGA










la clase Mu, que es la más numerosa ya que cuenta con 47 isoformas, pueden distinguirse al 
menos 5 grandes grupos, que reúne a isoformas similares con orígenes comunes. Dentro de 
esta clase, las isoformas TtGSTM44 y TtGSTM45 parecen diferenciarse del resto en cuanto a su 
posible origen (Figura 55). 
Para comprobar que la inclusión de las GSTs de este ciliado en distintas clases era la co-
rrecta, se realizó un árbol filogenético (Figura 56) que incluía algunas isoformas de cada clase (al 
menos una representante de cada uno de las ramas obtenidas en el árbol de la Figura 55) junto 
con algunas “GSTs modelo” para cada clase procedentes de diferentes organismos. Se diferen-
cian dos ramas principales, por un lado se encuentran las GSTs más primitivas que incluyen las 
clases Omega, Zeta y Tetha; y por otro lado se agrupan las clases específicas de animales, Alfa, 
Pi, Sigma y Mu. En todos los casos, las isoformas pertenecientes al ciliado T. thermophila se dis-
tribuyen en las mismas clases que previamente habíamos asignado. Enzimas GSTs de otros pro-






























































Figura 55. Árbol filogenético de las diferentes clases de TtGSTs de T. thermophila. La barra indica el nú-





































































la rama de las clases específicas de animales. Mientras que las dos TtGSTs no clasificadas, no se 
relacionan con ninguno de los grupos al igual que lo hacen las enzimas de procariotas (EcGSTB 
y PmGSTB) (Figura 56).Explorando en el genoma-macronuclear completamente secuenciado 
del ciliado P. tetraurelia hemos encontrado 31 genes homológos de GSTs, que algunos de ellos 



































































































































































































































































































Figura 56. Árbol filogenético en el que se comparan representantes de TtGST de las diferentes clases 
con GSTs de otros organismo. Ag: Anopheles gambiae, At: Arabidopsis thaliana, Bj: Blepharisma japonicum, 
Dm: Drosophila melanogaster, Ec: Escherichia coli, Hs: Homo sapiens, Mm: Mus musculus, Pf: Plasmodium 
falciparum, Pm: Proteus mirabilis, Pt: Paramecium tetraurelia, Py: Plasmodium yoelii, Rn: Rattus norvegicus, Tt: 
Tetrahymena thermophila. En color rojo se representan los valores de muestreo aleatorio. La barra indica el 










Además, también se llevó a cabo un análisis de las estructuras 3D inferidas de las se-
cuencias aminoacídicas de algunas de ellas. En la Figuras 57 y 58, se muestran un ejemplo de 
estructura 3D de cada una de las clases de de GST de T. thermophila.
La TtGSTM47 (GST de clase Mu) (Figura 57) tiene un dominio-I o N-terminal compuesto 















). En este mismo dominio, entre la lámina b
2 
y la hélice a
2 
presenta 
el típìco “lazo Mu” (característico de la clase Mu). El dominio-II o C-terminal está constituído por 
5 a-hélicesy una pequeña lámina- b (b
5
) intercalada entre ellas. El análisis comparativo 3D nos 
muestra que esta estructura (TtGSTM47)presenta un valor de fiablidad E=1,4x10-22 (con una 
precisión del 100%) al compararla con una GST humana (HsGSTM4). (Figura 57).
Al igual que la representante de la clase Mu, el resto de las GSTs seleccionadas de cada 
clase, tienen un dominio-I similar a la mayoría de las GSTs citosólicas (4 láminas b y 3 a-hélices 
en la configuración típica de tiorredoxina), pero se diferencian en el dominio-II.
La TtGSTO1 (Figura 57) tiene un dominio-II constituído por 7 a-hélices y una pequeña 
lámina b que las separa. Con un valor E=1,1x10-33 (con una precisión del 100%) al compararla 




















� Figura 57. Estructura tridimensional 
inferida a partir de las secuencias ami-
noacídicas de las proteínas TtGSTM47 y 
TtGSTO1. En la parte superior de cada ima-
gen se especifcican el valor E (fiabilidad) y 
la precisión de la estimación y al lado dere-
cho ,la imagen de la proteína con la cual se 
compara. Hs: Homo sapiens. N-term: región 
aminoterminal. C-term:región carboxilo 








La representante de la clase Theta (TtGSTT1) (Figura 58) tiene en su región C-terminal 
6 a-hélices, igualmente interrumpidas por una corta lámina b. Esta tiene un valor E=7,2x10-24 
(100% de precisión)con la humana HsGSTT1.
Y por último, la TtGSTZ1 (Figura 58) tiene un dominio-II formado por 6 a-hélices, también 
interrumpidas por una lámina b. Un valor E= 2,6x10-25 (precisión 100%) al compararla proteína 
AtGSTZ2 de A. thaliana.
4.2 Análisis de la expresión por RT-PCR cuantitativa de algunos genes TtGSTs selecciona-
dos.
El análisis de la expresión de los diferentes genes codificantes de putativas GSTs presen-
tes en el ciliado T. thermophila  está bastante limitado por la existencia del elevado grado de ho-
mología que presentan sus secuencias nucleotídicas (Figuras 51-54). Este elevado porcentaje 
de homología que existe entre bastantes genes TtGSTs hace muy difícil el diseño de cebadores 
capaces de discriminar entre estos genes y que pongan de manifiesto de forma inequívoca la 
expresión exclusiva de uno de ellos. En algunos casos se ha podido conseguir el análisis de un 
gen independiente, pero en otros casos sabemos que los cebadores se pueden unir a secuen-
cias muy similares de un grupo de genes parecidos, por lo que la expresión medida constituye 
Figura 58. Estructura tridimensional 
inferida a partir de las secuencias 
aminoacídicas de las proteínas Tt-
GSTT1 y TtGSTZ1. En la parte superior 
de cada imagen se especifcican el valor 
E (fiabilidad) y la precisión de la esti-
mación y al lado derecho ,la imagen de 
la proteína con la cual se compara. Hs: 
Homo sapiens. At: Arabidopsis thaliana. 
N-term: región aminoterminal. C-term:
región carboxilo terminal. A: Clase The-





















































































Figura 59. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTM. A: TtGSTM3, B: TtGSTM4, 
C: TtGSTM9. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat 
(7.800 mM), MD: menadiona (5.000mM), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrien-
tes). Los asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significativos sobre la expresión del gen. 




















































































** * * *
Figura 60. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTM. A: TtGSTM15, B: TtGSTM17, 
C: grupo génico TtGSTM27/28/29. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 
3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: 
inanición (falta de nutrientes). Los asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significativos 













Figura 61. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTM. A: TtGSTM40, B: grupo gé-
nico TtGSTM41/42/43, C: TtGSTM46. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 
3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: 
inanición (falta de nutrientes). Los asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significativos 



























































































































































Figura 62. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtGST. A: TtGSTM47, B: TtGSTO1, C: Tt-
GSTO6. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 
mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrientes). Los 
asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significativos sobre la expresión del gen. Datos 


























































Figura 63. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtGST. A: TtGSTT1, B: TtGSTT3, C: Tt-
GSTZ1. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 
mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrientes). Los 
asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significativos sobre la expresión del gen. Datos 
reflejados en las Tablas 8 A(III) y 9 A(III) del Anexo III































































Figura 64. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtGST. A: TtGSTZ2, B: TtGSTN1, C: Tt-
GSTN2. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 
mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrientes). Los 
asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significativos sobre la expresión del gen. Datos 
reflejados en las Tablas 9 A(III) y 10 A(III) del Anexo III





























































































la suma de las expresiones de ellos o de algunos de ellos (expresión de agrupaciones génicas 
parálogas muy similares). Así, por ejemplo, dentro de la clase Mu se ha podido analizar la ex-
presión individual de los genes TtGSTM3, TtGSTM4, TtGSTM9, TtGSTM15, TtGSTM17, TtGSTM40, 
TtGSTM46 y TtGSTM47. Además, también se ha analizado la presumible expresión conjunta de 
dos grupos de genes indistinguibles por RT-PCR; un cluster o agrupación que se compone de las 
secuencias TtGSTM27, TtGSTM28 y TtGSTM29, con homologías entre ellos muy altas (Figura 53) 
y localizados en la misma región cromosómica (Figura 50) y otro representado por TtGSTM41, 
TtGSTM42 y TtGSTM43, con homologías altas (Figura 53) y agrupados en la misma región cro-
mosómica (Figura 50). Todo esto hace un total de 14 genes de la clase TtGSTM (un 29 % del total 
de isoformas encontradas). Para el resto de las clases de genes TtGSTs se ha podido analizar 
representantes individuales, así por ejemplo; 2 de la clase Theta (TtGSTT1 y TtGSTTT3) (un 40 %), 
2 de la clase Omega (TtGSTO1 y TtGSTO6) (un 28 %), los dos de la clase Zeta y los dos de la clase 
“N” (indeterminada). Por lo tanto, se han analizado, por RT-PCR cuantitativa, la expresión de un 
total de 22 (un 47 %) de los genes TtGSTs. Los datos de estos análisis de expresión bajo el estrés 
de metales pesados, estrés oxidativo y otros agentes estresantes, se representan en diferentes 
histogramas (Figuras 59-64), y los datos numéricos y estadísticos se muestran en diferentes 
Tablas 2-9A(III) del Anexo III. 
En general, la expresión de los genes TtGSTM3 y TtGSTM4 (cuyas ORFs completas se 
muestran en las Figuras 2A(II y 3A(II) del Anexo II) presentan unos perfiles similares bajo la 
acción de los diferentes agentes estresantes, aunque los valores de inducción relativa son dife-
rentes (Figura 59A, Tabla 2A(III) del Anexo III). Ambos genes son inducidos por Cd2+, Cu2+ (24 h) 
y As5+, pero no por Pb2+ o Zn2+ (Tabla 2A(III) del Anexo III). Los niveles de inducción por el Cd2+ 
son diferentes, ya que el TtGSTM4 parece que se induce más y antes (a las 2 h de tratamiento), 
respecto del TtGSTM3 (Tabla 2A(III) del Anexo III). Pero ambos se inducen a niveles similares con 
el Cu2+ o el As5+. Entre los agentes que inducen estrés oxidativo, la MD sólo induce significati-
vamente la expresión del gen TtGSTM3, mientras el CDNB (inductor universal de genes GSTs) 
induce significativamente (p< 0,05) la expresión de ambos genes, sobretodo (38 veces) los ni-
veles de TtGSTM4 (Figura 59A y 59B, Tabla 2A(III) del Anexo III). Tanto el pH ácido como básico 
sólo incrementan la expresión del gen TtGSTM3. La inanición (24 h) reprime los niveles basales 
de expresión para ambos genes, y lo hace significativamente con el gen TtGSTM3 (Tabla 2A(III) 
del Anexo III). 
El gen TtGSTM9 se induce sólo con el Zn2+ (24 h) entre los metales pesados utilizados en 
este estudio (Figura 59C, Tabla 3A(III) del Anexo III). Y con respecto al estrés oxidativo, responde 








la expresión del gen TtGSTM15 (Figura 5A(II) del Anexo II) parece ser mucho más exclusiva, ya 
que sólo se expresa significativamente bajo la presencia de CDNB (inductor universal de genes 
GSTs) (Figura 60A, Tabla 3A(III) del Anexo III). El gen TtGSTM17 (Figura 6A(II) del Anexo II) se ex-
presa con Cd2+, As5+ y Zn2+ (2 h) (Figura 60B, Tabla 4A(III) del Anexo III), y se reprime o alcanza va-
lores similares a los basales con la mayoría del resto de agentes estresantes (incluidos algunos 
metales, como el Cu2+ y el Pb2+), esta represión es significativa cuando se somete al estrés por 
inanición (24 h) (Tabla 4A(III) del Anexo III). 
La agrupación de genes parálogos (localizados en la misma región cromosómica) (Figura 
52) TtGSTM27/28/29 (Figuras 7A(II), 8A(II) y 9A(II) del Anexo II) presenta una expresión conjunta 
(probablemente suma de expresiones individuales) con niveles, en general, más elevados y con 
inducción por un mayor número de agentes estresantes que en el caso de genes individuales. 
Son fuertemente inducidos por todos los metales pesados, aunque son el Cu2+ y el Zn2+ los que 
los induce con un menor nivel de expresión. Son, igualmente, fuertemente inducidos (~165 ve-
ces) por el compuesto CDNB. Los agentes inductores de estrés oxidativo (PQ y MD) no inducen 
estos genes, y la inanición (24 h) produce una represión significativa respecto de los niveles 
basales (Figura 60C, Tabla 4A(III) del Anexo III). 
El gen TtGSTM40 (Figura 10A(II) del Anexo II), no parece que se induzca con los metales 
y bajo las condiciones de estrés utilizadas en este estudio, y, al igual que en casos previos de 
otros genes TtGSTMs, la inanición reprime significativamente el gen (Figura 61A, Tabla 5A(III) del 
Anexo III). 
Al igual que en casos anteriores,, los genes TtGSTM41/42/43 (Figuras 11A(II), 12A(II) y 
13A(II) del Anexo II), han tenido que ser estudiados conjuntamente, ante la imposibilidad de 
poderlos distinguir a nivel de la secuencia nucleotídica. Estos tres genes están localizados en la 
misma región cromosómica (Figura 50) y su expresión es inducida por todos los metales utili-
zados, aunque, de nuevo, son el Cu2+ y el Zn2+ los que los inducen a un nivel menor. El PQ induce 
todos o, al menos, uno de estos tres genes, y el CDNB también lo hace (Figura 61B, Tabla 5A(III) 
del Anexo III).  El gen TtGSTM46 (Figura 14A(II) del Anexo II) es inducible por Cd2+, As5+ y Pb2+, y 
no por Cu2+ o Zn2+ (Figura 62C, Tabla 6A(III) del Anexo III). También es inducible por la MD y sobre 
todo (~108 veces) por el compuesto CDNB (Tabla 6A(III) del Anexo III). 
El último gen de la clase Mu que se ha analizado es el TtGSTM47 (Figura 15A(II) del Anexo 
II). Este gen es pobremente inducible (~3 veces) por As5+ (2 h) (Figura 62, Tapla 6A(III) del Anexo 
III), y no parece que sea inducible por el resto de los metales utilizados (ni en tratamientos cor-
tos ni prolongados). Sí es inducible por el compuesto CDNB (~85 veces), sin embargo es signifi-










Con respecto a la clase Omega, de las siete isoformas existentes en T. thermophila se han 
analizado dos de ellas; TtGSTO1 y TtGSTO6 (Figuras 16A(II) y 17A(II) del Anexo II). Ambos genes 
presentan patrones de inducción similares con algunas pequeñas diferencias. En cuanto a los 
metales pesados, ambos genes son inducibles por Cd2+ y As5+ fundamentalmente, pero tam-
bién por Pb2+ y Zn2+, pero ninguno de los dos es inducible por Cu2+ (Figuras 62B y 62C, Tabla 
7A(III) del Anexo III). Ambos son inducibles por PQ, pero sólo el TtGSTO1 moderadamente por 
MD. Y el compuesto CDNB induce significativamente a ambos, aunque con diferentes niveles 
de inducción. El estrés por pH o la inanición no ejercen ningún efecto inductor significativo (>2 
veces) sobre estos genes (Tabla 7A(III) del Anexo III). 
De los cinco genes de la clase Theta, se han estudiado dos; TtGSTT1 y TtGSTT3 (Figuras 
18A(II) y 19A(II) del Anexo II). Ambos, también presentan patrones de inducción bastante si-
milares, aunque cuantitativamente diferentes. El Cd2+, As5+ y Pb2+ inducen significativamente 
ambos. El Zn2+ induce, tras exposiciones cortas (2 h) y prolongadas (24 h), al gen TtGSTT3, pero 
el TtGSTT1 sólo es inducible pobremente  por Zn2+ tras 24 h de tratamiento y no son inducibles 
por Cu2+ (Figuras 63A y 63B, Tabla 8A(III) del Anexo III).  El PQ sólo induce al gen TtGSTT3, y am-
bos son inducibles por CDNB (Tabla 8A(III) del Anexo III). 
De la clase Zeta, se han estudiado ambos; TtGSTZ1 y TtGSTZ2 (Figuras 20A(II) y 21A(II) del 
Anexo II), los cuales presentan perfiles de inducción muy diferentes, aunque se encuentran lo-
calizados en el mismo brazo cromosómico (4L) (Figura 50). El gen TtGSTZ1 es sólo pobremente 
inducido por As5+ y Pb2+ (tras 2 y 24h de exposición al metal, respectivamente), y no por el resto 
de los metales. Sin embargo, el gen TtGSTZ2 es fuertemente inducido por Cd2+ y As5+, y también, 
a niveles menores, por Cu2+, Pb2+ y Zn2+. El PQ sólo induce al TtGSTZ2, y el CDNB induce a ambos. 
El pH 5 sólo induce pobremente al TtGSTZ2 (Figuras F63C y 64A, Tabla 9A(III) del Anexo III). 
Por último, también se analizaron los dos genes codificantes de putativas GSTs, pero que 
no son clasificables en clases de GSTs conocidas, y que hemos denominado “N” (Figuras 22A(II) 
y 23A(II) del Anexo II). Ambos son fuertemente inducibles por CDNB. El gen TtGSTN1 es induci-
ble por As5+, Pb2+ (tras 24 h de exposición), mientras que el TtGSTN2 es inducible por Cu2+ y Zn2+ 
(principalmente tras 2 h de exposición). El TtGSTN1 es pobremente inducible por MD (Figuras 








5. ANÁLISIS DE LOS GENES HOMÓLOGOS DE TIORREDOXINA (TrxR) Y GLUTA-
TIÓN REDUCTASAS (GR) DE T. thermophila.
5.1 Análisis in silico. 
En el genoma macronuclear del protozoo ciliado T. thermophila hemos localizado 6 ge-
nes codificantes de proteínas con dominio de flavoproteínas nucleótido de pirimidina-disul-
furo óxidoreductasas, y que parecen ser ortólogos pertenecientes a la familia de tiorredoxinas 
(TrxR) y glutatión reductasas (GR) (Tabla 14). Como se detalla en la Introducción, ambas enzi-
mas, tiorredoxina y glutatión reductasas, son semejantes en cuanto a dominios estructurales, 
con excepción de un segundo centro activo, que aparece en las TrxRs formado por dos cisteínas 
consecutivas en el extremo C-terminal de la proteína. En la Tabla 14, se muestran algunas de 
las características de los 5 genes codificantes para posibles ortólogos TrxR, que se han denomi-
nado TtTrxR1-5, junto con el único gen codificante para una putativa GR (denominado TtGR1). 
Todos estos genes presentan un número considerable de intrones, localizándose en el brazo 
derecho del cromosoma 1(1R) ó 3 (3R) (Tabla 14). Las secuencias de las ORFs completas de los 
genes TtTrR1-5 se muestran en las Figuras 24A(II) – 28A(II) del Anexo II, mientras que la secuen-
cia del gen TtGR1 se muestra en la Figura 29A(II) del Anexo II.







TtTrxR1 TTHERM_00047660 2.136 5 489 53,89 3R scf_8254659
TtTrxR2 TTHERM_00142420 1.637 2 485 53,80 1R scf_8254747
TtTrxR3 TTHERM_00486500 2.468 3 638 73,12 1R scf_8254527
TtTrxR4 TTHERM_00823430 2.385 8 588 65,74 3R scf_8254397





TtGR1 TTHERM_01222600 2.103 4 486 53,83 1R scf_8253899
Tabla 14. Algunas características de los genes codificantes de posibles proteínas ortólogas con do-
minios flavoproteínas nucleótido de pirimidina oxidorreductasa presentes en T. thermophila. TtTrxR: 
tiorredoxina reductasa, TtGR: glutatión reductasa. 1: Denominación según la web del genoma macronuclear 
de T. thermophila (www.ciliate.org). CR: localización cromosómica. 1R: brazo derecho del cromosoma 1,  3R: 
brazo derecho del cromosoma 3, Nd: sin determinar. 1: +: entre paréntesis se indica la longitud de la ORF, de la 
proteína y su masa molecular inferida del TtTrxR5 liberada del resto de secuencias localizadas en los extre-










En la Figura 65 se muestra la distribución de dominios de los genes potencialmente codi-
ficantes de glutatión y thiorredoxina reductasas. La proteína codificada por el gen denominado 
TTHERM_00142420 (o TtTrR2) posee los dominios típicos de las TrxRs, incluyendo sus dos cisteí-
nas terminales. Por lo tanto, consideramos que esta secuencia corresponde, muy probablemen-
te, a un gen codificante para una tiorredoxina reductasa (Figura 65). EL gen TTHERM_01222600 
(o TtGR1) puede codificar una proteína con los mismos dominios, pero carente de la pareja de 
cisteínas,  por lo tanto pensamos que se trata de un gen codificante de una actividad GR (Figura 
65). Las posibles funciones de los otros 4 genes restantes es más compleja. Por un lado, en los 
genes TTHERM_00047660 (TtTrxR1), TTHERM_00486500 (TtTrxR3) y TTHERM_00823430 (TtTrxR4), 
el último aminoácido descrito en los bancos de datos  (www.ciliate.org) es una cisteína. Sin em-
bargo, si analizamos la región 3’UTR (no codificante) de estos genes nos encontramos con posi-
bles secuencias SECIS (codificantes para selenocisteína), de tal forma que el codón considerado 
en el banco de datos como codón STOP, codificaría con mucha probabilidad para un residuo de 
Figura 65. Distribución de los diferentes dominios que se han identificado en los genes codificantes 
para posibles GR y TrxRs en Tetrahymena thermophila. En color rosa se muestra el dominio FAD (flavo-
proteína), en verde el dominio de reconocimiento para NADPH, y en malva la región carboxilo terminal. Las 
barras de color rojo indican las cisteínas y las amarillas las selenocisteínas. A la derecha entre parántesis se 






































selenocisteína (U), el codón siguiente codifica para otro aminoácido y el siguiente es el codón 
STOP definitivo (Figuras 24A, 26A y 27A del Anexo II). Las características de las secuencias SECIS 
de estos genes se ilustran en las Figuras 24A(II), 26A(II) y 27A(II) del Anexo II y en la Figura 66, 
en donde se muestran las estructuras secundarias de estas regiones. Considerando tanto la 
conformación de estos genes, con los dominios característicos de TrxRs, como la aparición de 
la pareja cisteína-selenocisteína, suponemos, que estos genes codifican muy probablemente 
TrxRs, que en la mayoría de los seres vivos son selenoproteínas, a diferencia de las glutatión 
reductasas, que no tienen selenio.
Finalmente, nos queda por analizar aún un último gen TtTrxR, el TTHERM_00723630 
(TtTrxR5),el cual teóricamente codificaría una proteína de 2.387 aminoácidos (Tabla 13), tama-
ño que es demasiado grande para una TrxR o GR. A este respecto hay que destacar que, entre 
los aminoácidos 1.016 y 1.529 (Figuras 28A(II) del Anexo II y Figura 67) se localiza una secuencia 
de 523 aminoácidos con estructura típica de TrxR , es decir, con los dominios de unión al FAD 
y al NADPH y un segundo centro activo, formado por la pareja de cisteínas en las posiciones 
1.524 y 1.525 (Figura 65). Tras la realización de un BLAST, se comprobó que las secuencias com-
prendidas entre los aminoácidos 1-1.015 y 1.530-2.387 (regiones que flanquean la secuencia 
antes descrita de 486 aa) no presentaban homología con ninguna proteína de Tetrahymena 
anteriormente descrita. La secuencia, libre de intrones, que comprende los 523 aminoácidos 
(dentro de la secuencia de 2.387 aa) es la que hemos denominado como TtTrxR5 (Figura 67).
Figura 66. Modelo de estructuras secundarias de las secuencias SECIS, responsables de la traducción 
del aminoácido selenocisteína, presentes en las secuencias 3’UTR de los genes TtTrxR1, TtTrxR3 y TtTr-
xR4. Estas secuencias provocan que el codón UGA (en la figura indicado dentro de un recuadro verde), unico 














Existe un único gen ortólogo similar a GR en T. thermophila, que hemos denominado 
TtGR1 (Figura 29A(II) del Anexo II), que podría codificar la enzima responsable de la reducción 
de glutatión. Este gen tiene una longitud total de 2.103 nucleótidos e incluye 4 intrones. La glu-
tatión reductasa putativa codificada por esta secuencia está constituida por 486 aminoácidos, 
con una masa molecular estimada de 53,83 kDa. (Tabla 14).
En un análisis comparativo entre los genes TtTrxRs, se observan mayores diferencias entre 
ellos que en el caso de los genes TtGSTs. Así, en la Figura 68, se muestran los porcentajes de ho-
mología nucleotídica e identidad aminoacídica entre los diversos genes TtTrxRs. Las secuencias 
de los genes TtTrxR2 y TtTrxR5 son las más parecidas (72 % de homología nucleotídica y 73 % de 
similitud aminoacídica), precisamente las dos proteínas TtTrxR que carecen de selenocisteína. El 
porcentaje medio de homología nucleotídica es del 47 % y el de identidad aminoacídica del 55 
%, en ambos casos, valores inferiores a los encontrados entre los genes TtGSTs. Estas diferencias 
en las secuencias nos permiten analizar la expresión de todos los genes TtTrxRs mediante PCR 
a tiempo real.
Figura 67. Representación esquemática de los 9.171 nucleótidos de la ORF TTHERM_00723630 (TtTr-
xR5). Los tubos de color amarillo representan lo exones y los tubos grises de inferior diámetro muestran los 
intrones. Las regiones A y B (en amarillo)no presentan homología con otros genes descritos, ni se han locali-
zado otros posibles ORFs que codifiquen para proteínas que muestren homología con otras anteriormente 
descritas. La región representada en color morado y que muestra los dominos típicos de las proteínas TrxRs, 
está localizada desde una región intrónica del ORF TTHERM_00723630 y es la que hemos denominado gen 
TtTrxR5 que a su vez contiene 2 intrones. Las flechas de color verde representan la localización de los ceba-
dores utilizados para el estudio de la expresión por RT-PCR cuantitativa, P1A: TtTrxR5A, P1B: TtTrxR5B, P2A: 
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Figura 68. Matriz de homología nucleotídica (angulo inferior) e identidad aminoacídica (angulo supe-
rior) de TtTrxRs en Tetrahymena thermophila. 
IDENTIDAD AMINOACÍDICA
TtTrxR1 TtTrxR2 TtTrxR3 TtTrxR4 TtTrxR5
TtTrxR1 68 42 50 60
TtTrxR2 67 44 55 73
TtTrxR3 33 32 52 47
TtTrxR4 44 44 44 58
















En las Figuras 69 y 70 se comparan las proteínas TtTrxRs y TtGR1 con las proteínas TrxRs y 
GRs de diversos organismos. Se comprueba de esta forma, que las proteínas TrxRs de Tetrahyme-
na thermophila comparten porcentajes de similitud más elevados (> 40 %) con las tiorredoxina 
reductasas de alto peso molecular (Figura 69), y que además estas proteínas se agrupan con 
las H-TrxRs en el árbol representado en la Figura 70. Respecto a la posible proteína codificada 
por el gen TtGR1 a pesar de que carece de la pareja de cisteínas terminales, comparte mayores 
porcentajes de similitud con las H-TrxRs (entre 46 %-59 %) que con las GRs (32%-39%) (Figura 
69), incluso aparece agrupada con este grupo de proteínas en el árbol de la Figura 70.
En la Figura 71 se compara la estructura tridimensional inferida a partir de las secuencias 
aminoacídicas de los genes TtTrxR1, TtTrxR2, TtTrxR4 y TtTrx5 con la proteína tiorredoxina reduc-
tasa de Homo sapiens. En todos los casos las proteínas TtTrxR la precisión en la estimación es del 
100% con un valor de fiabilidad E= 0, salvo en el caso de la TtTrxR4 cuyo valor E=4,8x10-44. Com-
parando la estructura tridimensional de la proteína TtGR1 el modelo con mayor similitud es la 
glutatión reductasa de Schistosoma mansonii con un valor de fiabilidad de 0 y una precisión en 





































































































































































































































































































































Figura 70. Árbol filogenético en el que se in-
cluyen TtTrxRs y TtGR de Tetrahymena ther-
mophila y las de otros organismo. At: Arabi-
dopsis thaliana, Ce: Caenorhabditis elegans, Dm: 
Drosophila melanogaster, Ec: Escherichia coli, Eh: 
Entamoeba histolytica, Hs: Homo sapiens, Os: Ori-
za sativa, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Pf: Plas-
modium falciparum, Rn: Rattus norvegicus, Sc: 
Saccharomyces cerevisiae, Tt: Tetrahymena ther-
mophila. En color rojo se representan los valores 
de muestreo aleatorio. La barra indica el número 
de sustituciones por sitio.
Figura 71. Estructura tridimen-
sional inferida a partir de las se-
cuencias aminoacídicas de algu-
nas proteínas TtTrxRs. En la parte 
superior de cada imagen se especi-
fican la eficacia (valor E) y la preci-
sión (%) de estimación. En el centro 
de la figura se muestra la estructu-
































Figura 72. Estructura tridimensional inferi-
da de la proteína TtGR1. En la parte superior 
de las imágenes se especifica la eficacia (valor 
E) y la precisión (%) de estimación. Se muestra 
al lado la estructura de la GR se Schistosoma 
mansonii, con la cual se ha comparado.
5.2 Análisis de la expresión de genes TtTrxRs y TtGR1 por RT-PCR cuantitativa.
Los genes TtTrxR1 y TtTrxR2 presentan patrones de inducción a metales pesados bastan-
te similares (Figura 73A y 73B, Tabla 11A(III) del Anexo III). Son inducidos significativamente por 
Cd2+, As5+ y Pb2+ fundamentalmente, aunque el TtTrxR2 también lo es por Cu2+ (unas 5 veces tras 
24 h), y, en general, los niveles de inducción son mayores para este segundo gen.  El compuesto 
CDNB induce a ambos, mientras que la MD sólo induce, a bajos niveles, el gen TtTrxR1 (Tabla 
11A(III) del Anexo III). Curiosamente, el Cu2+ reprime los niveles basales del gen TtTrxR1 a cual-
quier tiempo de tratamiento (Figura 73A). El resto de los agentes estresantes no parecen que 
induzcan o afecten significativamente la expresión de estos dos genes. 
Los genes TtTrxR3 y TtTrxR4, no sólo presentan niveles bastante más bajos de inducción, 
sino que los patrones de inducción son bastante diferentes a los dos primeros genes TtTrxRs 
(Figuras 73C y 74A, Tabla 12A(III) del Anexo III). Ambos genes sólo son inducibles (tras exposi-
ción prolongada, 24 h) por Cd2+ y As5+, aunque el TtTrxR4 no lo es significativamente por Cd2+ 
(Tabla 12A(III) del Anexo III). El TtTrxR3 es inducido, igualmente, por PQ y CDNB (unas 5 y 9 veces, 
respectivamente), mientras que el TtTrxR4 sólo lo es por MD (unas 4 veces) (Tabla 12A(III) del 
Anexo III). El resto de los agentes estresantes no parecen que induzcan o alteren significativa-
mente la expresión de ambos genes.  
La ORF (2.387 aa) del último posible gen del tipo TrxR, como ya se indicó en el apartado 
previo, presenta una región de 486 aa que es la que se ha denominado TtTrxR5 (Figuras 28A(II) 
del anexo-I y Figura 67). En el análisis por RT-PCR cuantitativa se ha considerado tanto la ex-
presión de la ORF denominada como gen TtTrxR5, como la otra posible ORF (sin dominio TrxR) 
localizada en el extremo 3´ de la secuencia completa (9.171 bases, Tabla 14). Los resultados se 
muestran en la Figura 75B y C. El gen TtTrxR5 se induce significativamente (tanto a 2 h como a 
24 h) por exposición a Cd2+ y As5+ (Tabla 13A(III) del Anexo III), y a menor nivel por Cu2+ y Zn2+ 








Figura 73. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtTrxRs. A: TtTrxR1, B: TtTrxR2, C: 
TtTrxR3. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 
mM), MD: menadiona (5.000m M), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrientes). 
Los asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significativos sobre la expresión del gen. Datos 
reflejados en las Tablas 11 A(III) y 12 A(III) del Anexo III..





























































































Figura 74. Niveles de inducción relativa de la expresión de los genes TtTrxRs. A: TtTrxR4, B: TtTrxR5 (domi-
nio TrxR), C: TTHERM_00723630 (fuera del dominio TrxR). Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, 
Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 2-cloro-dinitroben-
ceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrientes). Los asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos 
significativos sobre la expresión del gen. Datos reflejados en las Tablas 12 A(III) y 13 A(III) del Anexo III..
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Figura 75. Niveles de inducción relativa de la expresión del gen TtGR1. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 
400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 
2-cloro-dinitrobenceno (200 mM), I: inanición (falta de nutrientes). Los asteriscos señalan los tratamientos que 
producen efectos significativos sobre la expresión del gen. Datos reflejados en la Tabla 14 A(III) del Anexo 
III..
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PQ y MD, pero no significativamente por CDNB (Tabla 13A(III) del Anexo III). Por el contrario el 
gen (sin dominio TrxR) presenta un patrón de inducción muy diferente del anterior, indicando 
que se trata de otro gen diferente (Figura 74C, Tabla 13A(III) del Anexo III). Es significativamente 
inducible por Cu2+ y As5+ (2 h), MD (2 h) y fuertemente inducible por inanición (unas 32 veces) 
(Tabla 13A(III) del Anexo III), lo cual se diferencia del resto de los patrones de inducción de los 
genes considerados aquí como codificantes de TrxRs, los cuales no se inducen por inanición 
(Tabla 12A(III) del Anexo III). 
Por lo tanto, según los resultados de RT-PCR cuantitativa, a la región denominada como 
TTHERM_00723630 (y considerada originalmente como un único gen) en el genoma de T. ther-
mophila (www.ciliate.org), no puede ser considerarada como un solo gen, sino más bien una 
región que puede contener más de un gen (al menos dos que se expresan con un diferente 
patrón, bajo las mismas condiciones experimentales). Uno de ellos (el denominado TtTrxR5) 
puede considerarse como una ORF codificando una TrxR.  
Por último, el único gen homólogo a GR encontrado en el genoma de T. thermophila (el 
denominado TtGR1), se induce significativamente por Cd2+ (24 h), pero fundamentalmente por 
As5+ y Pb2+ (Figura 75, Tabla 14A(III) del Anexo III). Igualmente, es fuertemente inducible por el 











6 TRIPANOTIÓN SINTETASAS (TrySs)- GLUTATIONILESPERMIDINA SITETASAS 
(GspSs) EN T. thermophila.
6.1 Análisis in sílico.
Tras explorar el genoma macronuclear de T. thermophila, hemos identificado 4 potencia-
les ORFs, que podrían codificar proteínas con dominios descritos como tripanotión sintetasas 
(TryS) o glutationilesperdimidina sintetasas (GspS). Algunas características de estos genes, que 
hemos denominado TtGspS1, TtGspS2, TtGspS3 y TtGspS4,(por su mayor similitud con GspS) se 
muestran en la Tabla 15. Sólo dos de ellos presentan intrones (TtGspS1 y TtGspS4), que son, cu-
riosamente, los que producen la proteína más pequeña (111 aa) y la más grande (1.547 aa), res-
pectivamente (Tabla 15). Dos de ellos están localizados en el brazo izquierdo del cromosoma 4 
y un tercero en el cromosoma 5 (Tabla 15). Del análisis in silico se infiere que todas las posibles 
GspSs encontradas en el ciliado T. thermophila carecen del dominio amidasa y presentan tan 
sólo el dominio sintetasa (Figura 76). En el gen TtGspS1 el dominio sintetasa está truncado (con 
un valor E = 5,5 e-11), sólo posee 382 nt de longitud total y en él se puede localizar un intrón (Ta-
bla 15, Figura 76). Los genes TtGspS2 y TtGspS3 carecen de intrones y tienen una longitud total 
de 1.812 y 1.686 nt, respectivamente (Tabla 15), ambos tienen un dominio GspS (con valores E = 
1,8 e-56 y 1,5 e-59, respectivamente). A diferencia de los genes anteriores, el gen TtGspS4 presenta 
una longitud total muy superior, con 6.264 nt (Tabla 15), y tres intrones. La proteína que codifica 
(1.547 aa) posee tres dominios; un dominio inter-alfa-tripsina (E = 3.1e-38) localizado en el extre-
mo N-terminal de un segundo dominio von Willebrand tipo-A (lugar de adhesión dependiente 
de metal-catión divalente- o MIDAS) (E = 1,3 e-16) y un tercer dominio GspS (E = 7,3 e-61) (Figura 
76). Tras realizar un análisis de identidad con las correspondientes secuencias aminoacídicas de 
estos 4 genes, detectamos que; 
1) la TtGspS1 presenta un % de identidad del 57% (E = 2e-26) con la TtGspS2 y un 53% 
(E = 2e-23) y 51% (E = 2e-22) con TtGspS3 y TtGspS4, respectivamente. Igualmente, tiene 
un 37% de identidad (E = 3e-6) con la tripanotion sintetasa del protozoo parásito Crithi-
dia fasciculata (CfTryS). 
2) la TGspS2 tiene un 54% de identidad (E = 0,0) con TtGspS3 y un 58% (E =0,0) con 
TtGspS4. Además, tiene un 27% con GspS de proteobacterias, tales como; Ralstonia 
eutropha (E = 6e-39) o E. coli (E = 3e-29). 
3) la TtGspS3 presenta un 86% (E = 0,0) de identidad con TtGspS4 y un 28 ó 27% con las 
GspS de bacterias R. eutropha (E = 2e-39) y Haemophilus influenzae (E = 2e-32). 
4) la TtGspS4 presenta un 79% de identidad con otra proteína de T. thermophila (que 








un 58% (E =0,0) con la TtGspS2 y un 30% (E = 0,0) con la GspS bacteriana de R. eutropha 
(ReGspS) (E = 8e-41).
Realizamos un alineamiento múltiple (método T-Cofee) de las posibles proteínas GspSs 
de T. thermophila con proteínas TrySs de tripanosomátidos y GspSs de tripanosomátidos y bac-
terias. En la Figura 77 se muestra el árbol filogenético inferido de este alineamiento, en el cual 
las GspS/TryS de ciliados se agrupan separadamente de las GspS/TryS de tripanosomátidos, 
aunque hay un punto de conexión más cercano con las GspS de estos protozoos parásitos. Co-
nectada con las bacterianas hay una GspS obtenida del insecto Bombus impatiens.
Un análisis de la estructura 3D inferida de las secuencias aminoacídicas ha mostrado que 
la proteína TtGspS2 presenta una estructura (Figura 78A) similar, en primer lugar, a la enzima 
GspS bifuncional (amidasa + sintetasa) de E. coli (con una confianza del 100% (E = 0,0) y un % de 
identidad, al compararla con la estructura-plantilla, de un 25%, y en segundo lugar con la Lm-
TryS (TryS bifuncional (amidasa + sintetasa) del protozoo parásito Leishmania major) (con 100% 
de confianza y 23% de identidad). Igualmente, la proteína TtGspS3 tiene una estructura 3D (Fi-
gura 78B) con resultados similares a los de TtGspS2. Al ser la TtGspS1 similar a la TtGspS2 y la 
TtGspS4 similar a la TtGspS3 (86% de identidad), inferimos que las estructuras 3D de sus domi-







TtGspS1 TTHERM_00932050 382 1 111 12,95 Nd scf_8254503
TtGspS2 TTHERM_00069610 1.812 0 603 70,05 5 scf_8254811
TtGspS3 TTHERM_00402200 1.686 0 561 65,62 4L scf_8254666
TtGspS4 TTHERM_00404210 6.264 3 1.547 179,01 4L scf_8254666
Tabla 15. Algunas características de los genes codificantes de posibles proteínas similares a GspS pre-
sentes en T. thermophila. CR: cromosoma. 4L: brazo izquierdo del cromosoma 4, 5: cromosoma 5, Nd: sin 








Figura 76. Representación de los domi-
nios amidasa y sintetasa propios de las 
tripanotión sintetasas (TryS) estándar, 
y aquellos presentes en genes locali-
zados en el genoma de T. thermophila. 
El gen TtGspS1 tiene el dominio sintetasa 










nios GspS serán semejantes a las dos previamente analizadas. Sin embargo, cuando se realiza el 
análisis de modelado 3D de la TtGspS1 (que tiene un dominio sintetasa truncado) se alinean 98 
residuos (el 88% de la secuencia) con la estructura-plantilla, obteniéndose en primer lugar de 
la lista similitud (100% de confianza y 32% de identidad) con la estructura 3D de la bifuncional 
LmTryS, y en segundo lugar (100% de confianza y 34% de identidad) con la GspS bifuncional de 
E. coli. Y, por último, con respecto a la TtGspS4, el dominio GspS presenta una estructura 3D simi-
lar a la GspS bifuncional de E. coli (como en los casos anteriores) (100% de confianza y 26% de 
identidad) (Figura 78C), mientras que el dominio von Willebrand de la TtGspS4 se identifica con 
la estructura 3D de una proteína humana (Homo sapiens) complemento factor B que presenta 
































Figura 77. Arbol filogenético obtenido del alineamiento de secuencias aminoacídicas correspondien-
tes a GspS y TryS de diferentes organismos (incluyendo las cuatro GspS de T. thermophila, TtGspS1/2/3/4). 
LmGspS/LmTryS: Leishmania major, CfGspS/CfTryS: Crithidia fasciculata, TcGspS/TcTryS: Trypanosoma crucii, 
TbTryS: Trypanosoma brucei, ImTryS: Ichthyophthirius multifillis, BiGspS: Bombus impatiens, RrGspS: Rhodospi-









Figura 78. A: Estructura 3D de la proteína TtGspS2 (ob-
tenida por el servidor Phyre2). Con 100% de confianza 
(E = 0,0) y un 25% de identidad al compararla con la estruc-
tura-plantilla de una GspS bifuncional de E. coli. B: Estruc-
tura 3D de la proteína TtGspS3, con 100% de confianza 
(E = 0,0) y un 25% de identidad al compararla con la estruc-
tura-plantilla de una GspS bifuncional de E. coli. C: Estruc-
tura 3D de la proteína TtGspS4 con 100% de confianza y 
26% de identidad con GspS bifuncional de E. coli.  
B
6.2. Análisis de la expresión de algunos genes TtGspS. 
De los cuatro posibles genes TtGspSs, el TtGspS1 se ha descartado para el estudio de su 
expresión ya que su dominio sintetasa está truncado (Figura 76), y probablemente no sea fun-
cional. Además, también existe un problema para poder diferenciar entre los genes TtGspS3 y 
TtGspS4, ya que como se muestra en la Figura 79, la homología entre la secuencia completa del 
TtGspS3 y la mayoría de la secuencia del gen TtGspS4 es muy elevada (93%). Por esta razón se 
descartó el análisis del gen TtGspS3, y para poder analizar el gen TtGspS4, se diseñaron cebado-
res de la región que corresponde al dominio de von Willebrand (exclusivo de este gen) (Figura 
76). Los resultados del estudio de la expresión de los genes TtGspS2 y TtGspS4 se muestran en 
la Tabla 15 A (III) (Anexo III) y la Figura 80. Igualmente, en las Figuras 30A(I) y 31A(I) del Anexo I 
se muestran las secuencias de ambos genes y la localización de los cebadores diseñados para 













TtGspS3    ATGTTATTAAAATATAAAATACCTATTGCAGCAGTTGGATTAGTAGCCCTTGACTTTATTTTCCCATAAATAAAAAAAAGA   81
TtGspS4    AAGTTATTAAAATATAATATTGCAGCAGCAGCAGCTGGATTACTAGCGTTTGACTTTATTTACCCATAAATAGGAAAAAGA 4575
                                 
TtGspS3    TTTATTAATTCTTTGTAGGACACAAATGTTGATGTTCAAAGAAGAGCTAATTTTCAACCATTAAAAGATTTGGAATGTAAA  162
TtGspS4    AGTAATAATAATTCGGAGGACAAAAATGTTGATGTTTAAAGAAGAGCTAATTTTCAACCATTAAAAGATTTAGAATGTAAA 4656
                
TtGspS3    TTTAGAGAGATATTTTTTGATTTTTATAATCTCTAAGGCACTAGATGGAATGGATATTTTTTTGGTTATTCAAATGATAAT  243
TtGspS4    TTTAGAGAGATATTTTTTGATTTTTATAAAATCGAAGGTACTAGATGGAAAGGACTTTTTTTTGGCTACTCAAATGATAAT 4737
TtGspS3    TATTGGATAGATGGTGCTGGTTATTAATTATCTGAGAAACTATTTACAAATCTGATCAAAACTACACATGAACTTCATAAT  324
TtGspS4    TATTGGATAGATGGTGCTGGATATTAATTATCTGAGAACATATTTACAAATCTAATCAAAACTACACACGAACTTCATAAT 4818
                
TtGspS3    ATGTGCTTAGAAGCTACAGATATAGCATTAAATGATGATCTATTATTAAAAGAGGTCTTTGATATTCCTAAAGATATGTTT  405
TtGspS4    ATGTGCTTAGAAGCTACAGATAGAGTATTAAAAGATGATCTATTATTAAAAGAGGTCTTTGATATTCCTAAAGATATGTTT 4899
               
TtGspS3    CCTATAATTCGAAAATCATGGGAAAATAGATAACTAGATTTGCTATCTCGCTATGATTTTATTTTAGGGAAAAATGGATAA  486
TtGspS4    CCTATAATTCGAAAATCATGGGAAAATAGATAACTAGATTTGCTATCTCGCTATGACTTTATTTTAGGGAAAAATGGGTAA 4980
TtGspS3    TTATACTTTTTAGAAGTAAATGGTGATACTCCCTCTTGTATCATTGAAGCAGGACAAGCTTAAAAGCTATGGGCTGAATAG  567
TtGspS4    TTATACTTTTTAGAAGTAAATGGTGATACTCCCTCTTGTATCATTGAAGCAGGACAAGCTTAAAAGCTATGGGCTGAATAG 5061
TtGspS3    TTCTAACTTCTTTAGTTTAATAATATAGATTTTGAGATAAAATAAGGTCTGTAAAAGATTATGGAGTAGAATGGAAAATCA  648
TtGspS4    TTCTAACTTCTTTAGTTTAATAATATAGATTTTGAGATCAAATAAGGTTTGTAAAAGATTATGGAGTAGAATGGAAAATCA 5142
                
TtGspS3    AAGCTTTTTATGCTTAATAATTCAAACTGGGAAGATAAGTGTACTTTTAATTATTTACATTCTCTAATTAAGCCATTCTTG  729
TtGspS4    AAGCTTTTTATGCTTTATAATTCAAGCTAGGAAGATAAGTGTACTTTTAATTATTTACATTCTCTAATTAAACCTATATCA 5223
              
TtGspS3    GCAAATATTTCAATTGACACAAAAAACATTTCTAAAATAGAGAATGTTATTGAAAATGAATTAAAATCAGATAACTTTAAA  810
TtGspS4    ACAAATATTTCAATTGACATAAAAAACATTTCTTAAATAGACGATGTTATTGAAAATGAATTAAAATCAGATAACTTTAAA 5304
                
TtGspS3    TCAAGTATTATTTTGAAGCAATACCCTTTTGAGTGGTTAGCATCTGAGTCTACTTATAATTTTTTTACAAATCCTTAATTT  891
TtGspS4    TCAAGTATTATTTTGAAGCAATACCCTTTTGAGTGGTTAGCATCTGAGTCTACTTATAATTTTTTTACAAATCCTTAATTT 5385
               
TtGspS3    TATGATAATAAATCATAAATAATGATTGAACCACCTTGGAAAATTATTATGTCTAATAAAGCTATGAGTGTGCTTTTGTAT  972
TtGspS4    TATGATAATAAATCATAAATAATGATTGAACCACCTTGGAAAATTATTATGTCTAATAAAGCTATGAGTGTGCTTTTGTAT 5466
                
TtGspS3    AACATGTTTCCCTAAAACCCTCATTTAGCAAAAGCTAGTCTTGAACCTATAAGATACGGAGGTAGCGGTATTCCTTAAGTA 1053
TtGspS4    AACATGTTTCCCTAAAACCCTCATTTAGCAAAAGCTAGTCTAGGACCTATAAGATACGGAGGTAGCGGTATTCCTTAAGTA 5547
                
TtGspS3    TCTAAGTAAAAATATGGAAGGGAAGGAGATTCTATAATTCTTTCCAAATATTATAA---TGATTTTGAATTATTCTAAACT 1131
TtGspS4    TCTAAGTAAAAATATGGAAGGGAAGGAGATTCTATAATTCTTTCTAATTATTATAAAGGTGATTTTGAATCTTTCTAAACT 5628
                
TtGspS3    GATTCTTACAAGAAATTTTCTTCAAAACCCATATTTTAAGAGTTTATCGATTCTGATCATCACTAACAAAGATACATTACG 1212
TtGspS4    GATTCTTACTAGAAATTTTCTTCAAAACCCATATTTTAAGAGTTTATCGATTCTGATCATCACTAACAAAGATACATTACG 5709
               
TtGspS3    CTAAGCTGTTGGGTAATTTAAGGTAAACCTTGCGGTATAGTAATAAGAGAAGACCTGAATCCAATTATTGGATAAGGAAGC 1293
TtGspS4    CTAAGCTGTTGGGTAATTTAAGGTAAACCTTGCGGTATAGTAATAAGAGAAGACCTGAATCCAATTATTGGATAAGGAAGC 5790
               
TtGspS3    TCAGTTGTTCCTTATTATATTGAAAAAAAATAATCAGAAAATGAATAGTAAATATAAATAGATTTAATTACTGATACTACT 1374
TtGspS4    TCTGTTGTTCCTTATTATATTGAAAAAAAATAATCAGAAAATGAATAGTAAATATAAATAGATTTAATTACTGATACTACT 5871
                
TtGspS3    CAGTCTAATATTAGGTAATCACTTTATGGAAAAGAAGAATTTAATTCAAATACTGACTTGATTAGATTACAAGAGAACATA 1455
TtGspS4    CAGTCTAATATTAGGTAATCACTTTATGGAAAAGAAGAATTTAATTCAAATACTGACTTGATTAGATTACAAGAGAACATA 5952
     
TtGspS3    GCTGAAAAAACTTAGTATATTGACCCGTTATTTCAAGATAATCTAATCAGATAAAACATTTAATCTATCAAATTGTAGGAA 1536
TtGspS4    ACTGAAAAAAAGTAGTATGTTGACCCGTTATTTCAAAATAAAATAATCAGATAAAACAATTACTCCAGTTATTTATAGAAA 6033
                
TtGspS3    AAAACTATGAGGCACTTTGCAGGATATCATGACTACTAATATTAAACTTAAACTCATGGCACTACTATGTTTTAATAATCT 1617
TtGspS4    AAAACTGTGATGAGCTCTACATAAAATAATTAGATGCACACCTAACTTTTTACTGATAGGCTTTTAGATGCATAATAGCCT 6114
              
TtGspS3    TAATAAAATAAGACTACTCATAGATAATCTGGCGGATCTACAGGAAAGAGATTTAGTTCTTCTTCTTGA 1686
TtGspS4    AATTAAAATAAGACTACTCATAGATAATCCGCTGGATCTACAGGAAAGAAGTTTAGTCCTCATTCCTGA 6183
Figura 79. Alineamiento entre la secuencia completa del gen TtGspS3 y la incompleta del gen TtGspS4. 








Figura 80. Niveles de inducción relativa de la expresión de genes codificantes para TtTrySs mediante 
RT-PCR cuantitativa. A: TtGspS2, B: TtGspS4. Tratamientos: Cd2+: 44 mM, Cu2+: 400 mM, As5+: 100mM, Pb2+: 950 
mM, Zn2+: 3.500 mM, PQ: paraquat (7.800 mM), MD: menadiona (5.000 mM), CDNB: 2-cloro-dinitrobenceno (200 
mM), I: inanición (falta de nutrientes). Los asteriscos señalan los tratamientos que producen efectos significa-
























































El gen TtGspS2 se mantiene reprimido en la casi totalidad de las condiciones o trata-
mientos estrés utilizados, a excepción del Zn2+ (24h) bajo el cual muestra cierto nivel de expre-
sión significativa (unas 4 veces respecto del control) (Tabla 15 A(III), Anexo III, Figura 80A). En 
cambio, el gen TtGspS4 es inducido significativamente por algunos metales pesados; el Cu2+ 
(a exposición corta o prolongada) y el Cd2+ y Zn2+ (a 24h) (Tabla 15 A(III), Anexo III, Figura 80B). 
Igualmente, este gen es inducible por PQ y principalmente por CDNB (unas 200 veces) (Tabla 
15 A(III), Anexo III, Figura 80B). Otros agentes estresantes analizados, no causan variaciones sig-
nificativas en la expresión de estos genes (Tabla 15 A(III), Anexo III, Figura 80B).
7 PRESENCIA DE TRIPANOTIÓN (T[SH]
2
) EN Tetrahymena thermophila.
7.1 Biosíntesis de (T[SH]
2
) en extractos celulares   
Una vez que se comprobó la expresión de al menos dos (TtGspS2 y TtGspS4) de los po-
sibles genes codificantes para posibles GspS/TryS de T. thermophila, quisimos ver si algunos de 
ellos podría codificar una enzima GspS/TryS capaz de biosintetizar tripanotión, para lo que se 
analizó la presencia de esta molécula en extractos celulares derivados del ciliado T. thermophila. 
A una mezcla que contenía los sustratos para una TryS estándar (GSH, espermidina, ATP y NADPH, 
necesarios para la síntesis de tripanotión) se añadieron extractos celulares concentrados de 
este ciliado, midiendo así la posible actividad enzimática total existente en células derivadas de 
una población en crecimiento exponencial. Tras un período de incubación, las muestras  fueron 
marcadas con monobromobimano (mBrB) y se separaron por cromatografía de alta resolución, 
según se describe en el apartado 3.8 de Material y Métodos. En la Figura 81 se muestran los 
cromatogramas de separación por HPLC de compuestos tiólicos obtenidos para las distintas 
muestras, junto con aquellos utilizados como patrones. En la Tabla 16 se especifican los tiempos 
(min) de retención de cada pico, su naturaleza química y la cantidad estimada de cada uno de 
los componentes detectados en el cromatograma. El cromatograma de la Figura 81A corres-
ponde a una muestra patrón, constituida por una mezcla de tripanotión (T[SH]
2
) y alguno de 
sus derivados químicos;  glutatión (GSH) y glutationylespermidina (Gsp), a una concentración 
de 100 pM. El tiempo de elución de los diferentes compuestos integrantes de la muestra se 
incrementa, a medida que el tamaño molecular es mayor. Así, para los tres compuestos de la 
mezcla patrón los tiempos de elución, en las condiciones experimentales ensayadas, fueron 
de 31,83 min para el GSH, 51,24 min para la glutationilespermidina y de 56,22 min para el tri-
panotión (Tabla 16). El comatograma de la Figura 81B muestra  un control negativo que con-











Figura 81. Cromatogramas de la separación por HPLC de grupos tiólicos obtenidos de extractos celula-
res de T. thermophila para la detección de posible actividad TryS. A: patrón de GSH, espermidina y T[SH]
2
 
marcados con mBrB; B: control negativo (una mezcla acuosa que contiene todos los elementos necesarios 
para la síntesis de T[SH]
2
 a excepción de la enzima TryS); C: control con la enzima GspS de Crithidia fasciculata, 
D: control con la enzima TryS de C. fasciculata; E: 50 µl del extracto celular de T. thermophila; F: 50 µl del extrac-


















































Tabla 16. Características de los picos 
obtenidos en el análisis por HPLC de 
la presencia de tripanotión en extrac-
tos celulares (activo e inactivo) de 
T. thermophila. 1: controles positivos 
utilizando las enzimas GspS o TryS de 
C. fasciculata.
cantidad de agua ultrapura . Hay que hacer constar que, en los cromatogramas no es posible 
integrar siempre el área de los picos y por tanto, cuantificar la cantidad de cada compuesto 
tiólico, debido a que en algunos casos, los picos aparecen cortados y el área que podemos in-
tegrar no se corresponde totalmente con área real. Los cromatogramas C y D (Figura 81, Tabla 
16), corresponden a dos controles (positivos), en donde a las mezclas de reacción se añadió 
CfGspS o CfTryS, respectivamente. En el cromatograma C, se detecta que el producto mayori-
tario (no cuantificable) es Gsp, indicando así que la enzima CfGspS ha funcionado originando 
Gsp a partir de GSH (Tabla 16). Igualmente, en el cromatograma D (Figura 81) se detecta un pico 
(no cuantificable) que denota una cantidad de T[SH]
2
 probablemente debida a la actividad de 
la CfTryS añadida a la mezcla (Tabla 16). En el cromatograma E (Figura 81), que corresponde a 
la muestra que contiene 50 µl del extracto celular presumiblemente activo (sin inactivar por 
calor) de T. thermophila se resuelven tres picos distintos; el pico más temprano, corresponde a 
GSH, con un tiempo de elución 31,65 min (Tabla 16), el segundo pico aparece al cabo de 51,52 
minutos y corresponde a glutationilespermidina (Gsp) (Tabla 16), y el tercer pico se ha identifi-
cado como correspondiente a tripanotión (T[SH]
2
), resolviéndose a los 57,92 min (Tabla 16). Se 
realizó un segundo control negativo (cromatograma F de la Figura 81), inactivando el extracto 
celular por calor, antes de incubarlo con la mezcla de sustratos, en donde los picos asignables a 
Gsp y T[SH]
2
 disminuyeron sus valores (Tabla 16) respecto de aquellos obtenidos en el extracto 








7.2. Biosíntesis de T[SH]
2
 in vivo.
7.2.1 Biosíntesis de T[SH]
2
 durante el crecimiento.
Como se ha podido comprobar (Figura 39) a lo largo de la curva de crecimiento celular 
de T. thermophila se producen variaciones en los niveles de glutatión. Por los experimentos 
mostrados previamente, conocemos que en T. thermophila existe un segundo antioxidante 
(tripanotión), por lo que se quiso analizar igualmente este compuesto junto con el GSH y la 
glutationilespermidina (Gsp) durante la curva de crecimiento de este microorganismo. Las can-
tidades de cada compuesto tiólico se determinó mediante HPLC (apartado 3.9.2 del Material y 
Métodos) en poblaciones celulares de ~106 células.
En la Tabla 17 y Figura 82, se muestran los resultados obtenidos.  Como se puede obser-
var, la cantidad de dos de estas moléculas (GSH y T[SH]
2
) se mantienen constantes durante el 
inicio de la curva de crecimiento (fase de latencia y crecimiento acelerado) (Tabla 17 y Figura 
82), lo que abarca aproximadamente las 10 primeras horas. Entre las 10 y las 18 h existe un in-
cremento de ~3 veces la cantidad de GSH y ~2 veces la del T[SH]
2
, lo que coincide con el inicio 
de la fase exponencial  y mantiene hasta la fase estacionaria (30 h) (Figura 82). Avanzada la fase 
estacionaria, los niveles de GSH se mantienen pero no así los niveles de T[SH]
2
, que disminuyen 
a la mitad.  Por el contrario, los niveles de Gsp inicialmente se mantienen muy bajos (< 1 nmol) 
durante las primeras 18 h, disminuyendo aún más en el inicio de la fase exponencial y la esta-
cionaria.  En cualquier caso, el GSH (y por lo tanto el GSH total) es la molécula tiólica que presen-
ta una mayor abundancia a lo largo de todo el crecimiento (Tabla 17, Figura 82).  






Tiempo (h) 0,5 4 10 18 30 48





GSH 2,00 ±0,5 2,36 ±0,17 1,91 ±0,40 6,29 ±1,36 6,50 ±1,49 6,29 ±1,14
Gsp 0,27 ±0,24 0,56 ±0,10 0,68 ±0,15 0,08 ±0,01 0,06 ±0,02 0,06 ±0,01
T[SH]2 1,65 ±0,21 1,22 ±0,02 1,18 ±0,26 2,43 ±0,58 2,26 ±0,20 1,21 ±0,49
Glutatión 
total 4,92 ±0,28 5,36 ±0,17 4,94 ±0,65 11,24 ±2,39 11,08 ±1,16 8,77 ±0,19
Tabla 17. Valoración cuantitativa de algunos compuestos tiólicos determinados por HPLC durante di-
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Figura 82. Representación gráfica 
de los datos mostrados en la Ta-





7.2.2 Biosíntesis de T[SH]
2
 bajo diferentes tratamientos inductores de la expresión del 
gen TtGspS4.
Como complemento a los experimentos anteriores y conociendo que al menos uno de 
los genes TtGspSs (TtGspS4) (Figura 80) induce su expresión significativamente por Cu2+, Zn2+ 
y el agente oxidante CDNB, se llevaron a cabo medidas de T[SH]
2
 por HPLC en extractos celu-
lares de poblaciones de T. thermophila tratadas previamente con Cu2+ (0,4 mM), Zn2+ (3,5 mM) 
o CDNB (0,2 mM) durante 2 h y en controles (no tratados). A diferencia de los experimentos 
anteriores, el monobromobimano no se detectó por fluorescencia sino por absorbancia a 340 
nm. Los resultados obtenidos se muestran en los cromatogramas de la Figura 83 y en la Tabla 
18. Todos los picos detectados en las muestras (tanto control como tratadas) que presumible-
mente fueron identificados como T[SH]
2
 eluyen alrededor de los 42 min, a diferencia del T[SH]
2
 
comercial que eluye aproximadamente 2 min antes (Figura 83, Tabla 18). El tratamiento con Cu, 
es el que provoca una mayor cantidad de T[SH]
2
, unas 7 veces más que los niveles basales (del 
control) (Figua 83, Tabla 18). El Zn provoca un incremento de T[SH]
2
 aproximadamente el doble 
que el control, y tras tratamiento con CDNB los niveles de T[SH]
2
 se mantienen similares a los 






































































































































Cobre 2h 42,27 18,54
Zinc 2h 42,34 5,78
CDNB 2h 42,20 3,22
Figura 83. Cromatogramas de la separación por HPLC de grupos tiólicos (detección de T[SH]
2
 obtenidos 
de extractos celulares de poblaciones de T. thermophila, previamente sometidos a distintos tratamientos, 
para la detección de T[SH]
2
. A: patrón con T[SH]
2
 comercial, B: control, C: tratamiento con Cu2+ (0,4 mM), D: 
tratamiento con Zn2+ (3,5 mM), E: tratamiento con  CDNB (0,2 mM). La línea verde representa el gradiente del 
porcentaje de solvente B presente a lo largo del tiempo de elucción. Los datos de elucción y concentración 
estimada se muestran en la Tabla 18.
Tabla 18. Características de los picos correspon-
dientes a T[SH]
2 
detectados en las diferentes 
muestras analizadas por HPLC y mostrados en 











7.3 Determinación por espectrometría de masas del pico denominado T[SH]
2
.
Para comprobar que efectivamente el pico denominado T[SH]
2
 era efectivamente tri-
panotión, se analizó una alícuota de los picos obtenidos en el HPLC (de la muestra control y 
la tratada con Cu2+ (0,4 mM, 2 h), por espectrometría de masas. En la Figura 84 se muestran 
los resultados obtenidos del MALDI-TOF, tanto del patrón comercial (espectro A) como de la 
muestra control (espectro B) y el tratamiento con cobre (espectro C). Tanto en el patrón co-
mercial de T[SH]
2
 como en la muestra control de T. thermophila se detecta  tripanotión unido a 
dos moléculas de bimano T(S-bimano)
2
 con una masa de 1.104,5787 (Figura 84A) y 1.104,5081 
m/z (Figura 84B),  respectivamente. El pico de 914,4827 m/z en el patrón y 914,4212 m/z de la 
muestra control de T. thermophila corresponde al conjugado de tripanotión con una molécula 
de bimano T(S-bimano). Estos picos son ligeremente difentes en la muestra de Cu2+, en la cual el 
pico correspondiente a T(S-bimano)
2
 tiene un valor de 1.118,3208 m/z y el pico de tripanotión 
con una molécula de bimano T(S-bimano) de 928,2800 (Figura 84C). El disulfuro de tripanotión 
(T[S]
2
) tiene un valor de 722,3739 m/z en el estándar comercial (Figura 84A), 721,2940 m/z en la 
muestra control de T. thermophila (Figura 84B) y 721,1947 en la muestra de cobre. (Figura 84C)
8. RECICLAJE DE TRIPANOTIÓN: ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA TRI-
PANOTIÓN REDUCTASA.
Los resultados previos indican que en el ciliado T. thermophila coexisten ambas molécu-
las, tanto glutatión como tripanotión. Ambas moléculas pueden pasar de un estado reducido 
a un estado oxidado en presencia de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (ROS, NOS), 
por lo que para pasar, de nuevo, a una forma funcionalmente activa, deben volver a reducirse. 
Estas reacciones de reciclaje o reducción están catalizadas por las enzimas glutatión reductasa 
(GR) o tripanotión reductasa (TryR), respectivamente. Como una prueba adicional de la exis-
tencia de tripanotión en este microorganismo, hemos estudiado la presencia y actividad de la 
enzima TryR en T. thermophila, utilizando la actividad GR como control. Para ello se ha valorado 
espectrofotométricamente (λ= 340 nm) la actividad oxidorreductasa en extractos celulares de 
poblaciones de T. thermophila en presencia de diferentes sustratos y NADPH. La adición del 
lisado de Tetrahymena,  provoca un descenso inicial de la absorbancia, debido a que dicho ex-
tracto celular contiene sustratos muy diversos, que se están reduciendo y consumen NADPH, 
como donador electrónico (Figura 85B y C). A esta actividad reductasa heterogénea basal, se 
le denomina actividad de fondo. Posteriormente, se añade el sustrato específico (tripanotión 
oxidado, T[S]
2


















Figura 84. Resultados del análisis por espec-
trometría de masas de muestras separadas por 
HPLC. A: patrón comercial de T[SH]
2
, B: muestra con-
trol de T. thermophila. C: muestra tratada con Cu2+ de 
T. thermophila. T[S-bimano]
2
: tripanotión unido a dos 
moléculas de bimano, T[S-bimano]: tripanotión uni-












Figura 85. Monitorización de la actividad oxidorreductasa (consumo de NADPH), correspondiente a 
glutatión reductasa (GR) o alternativamente, tripanotión reductasa (TryR), presentes en extractos ce-
lulares de T. thermpophila. En el eje de ordenadas se indica la absorbancia a 340 nm y en el de abcisas el 
tiempo (s). A: Controles con actividades enzimáticas ya conocidas. La línea amarilla representa el control con 
la enzima recombinante HsGR (glutatión reductasa de Homo sapiens) y la verde corresponde al control con 
la enzima CfTryR (tripanotión reductasa de Crithidia fasciculata). Inicialmente se determina la absorbancia 
de una mezcla que contiene NADPH, seguidamente se incorpora la enzima HsGR (línea amarilla) o la enzima 
CfTryR (línea verde). B: actividad oxidorreductasa de 5ml de un extracto celular de T. thermophila. C: actividad 
oxidorreductasa de 25 ml de un extracto celular de T. thermophila 
+T[S]2
+GSSG
+ extracto celular + sustrato
+GSSG
+T[S]2









notión reductasa (TryR) (Figura 85). A modo de control, igualmente, se ha valorado la actividad 
GR, utilizando glutatión oxidado (GSSG) como sustrato (Figura 85). En ambos ensayos, control 
(actividad GR) y problema (actividad TryR), cuando se añade el sustrato correspondiente (GSSG 
o T[S]
2
), se produce un descenso en la absorbancia, lo que indica un incremento en el consumo 
de NADPH. En esta segunda bajada, estamos midiendo tanto la reducción del sustrato obje-
to de estudio (T[S]
2
 o GSSG) como la actividad de fondo (Figura 85). Por lo tanto, a la medida 
obtenida en cada caso tendremos que restar, la actividad de fondo, para obtener la actividad 
enzimática debida a la reducción del sustrato adicionado. 
Los resultados de las actividades oxidorreductasas (GR y TryR) en los extractos celulares 
de T. thermophila derivados de poblaciones previamente tratadas con metales o CDNB y control, 
se muestran en los histogramas de la Figura 86. Con respecto a la actividad GR (Figura 86), los 
valores significativamente diferentes respecto del control fueron aquellos correspondientes a 
los tratamientos con Cu2+ o Zn2+.  Aunque los niveles detectados son (en general) menores que 
los correspondientes a la actividad GR, también existe actividad TryR en los extractos celulares 
de T. thermophila (Figura 86). En este caso, el único valor de actividad TryR significativamente 
(p> 0,05) diferente respecto del control, es el tratamiento con Cu2+ (46,85±11,16 nmol/min/mg), 
aproximadamente el doble que el valor promedio obtenido en el control (21,85±1,64 nmol/





























































Control Cd2+ Cu2+ Zn2+ CDNB
*
Figura 86. Actividades oxidorreductasas (GR y TryR) obtenidas a partir de extractos celulares de T. 
thermophila procedentes de muestras tratadas con diversos metales pesados (0,044 mM Cd2+, 0,4 mM Cu2+, 
3,5 mM Zn2+) o CDNB (0,2 mM) durante 2 horas y control (sin tratamiento). A: actividad GR, B: actividad TryR. El 












Actividad GR Actividad TryR
A ds valor-p A ds valor-p
Control 61,22 2,79 21,85 1,64
Cadmio 65,82 1,64 0,213 29,62 11,30 0,356
Cobre 86,01 10,48 0,045 46,85 11,16 0,018
Zinc 97,77 4,40 0,002 35,00 15,19 0,272
CDNB 91,23 11,42 0,084 43,97 15,27 0,287
Tabla 19. Valores numéricos de las actividades oxidorreductasas (GR y TryR) obtenidas a partir de ex-
tractos celulares de T. thermophila procedentes de muestras tratadas con diversos metales pesados (0,044 
mM Cd2+, 0,4 mM Cu2+, 3,5 mM Zn2+) o CDNB (0,2 mM) durante 2 horas y control (sin tratamiento). A: actividad 


























































































1. BIOTOXICIDAD DE METALES Y OTROS AGENTES ESTRESANTES.Efecto de la 
inhibición de la biosíntesis de GSH o bloqueo de grupos tiólicos. Valoración de 
la mortalidad celular/grupos tiólicos/glutatión total.
Para analizar, de manera indirecta, la importancia relativa del tripéptido glutatión (GSH) 
en la respuesta al estrés originado por ciertos agentes tóxicos, se expusieron a las poblaciones 
del ciliado Tetrahymena thermophila a ciertos compuestos, como butionilsulfoximina (BSO)  o 
bien, N-etilmaleimida (NEM), conjuntamente con la exposición a dichos agentes estresantes. 
Hay que recordar que el BSO es un inhibidor específico de la γ-glutamilcisteina ligasa (GCL), 
enzima que cataliza la primera etapa de la biosíntesis de GSH, que es la más importante y limi-
tante del proceso (Griffith, 1982; 1999). La NEM es un agente electrofílico menos específico, que 
es capaz de interaccionar y por tanto bloquear los grupos tiólicos, principalmente de los restos 
de cisteína de proteínas y péptidos. Altera e inhibe la actividad de estas proteínas, especialmen-
te de aquellas ricas en grupos tiólicos, como las metalotioneínas (MTs) y las relacionadas con 
el metabolismo del glutatión y la tiorredoxina. El GSH interviene de manera importante en el 
proceso de detoxificación de estas proteínas, ya que sus grupos tiólicos interaccionan con las 
moléculas de NEM y las inmovilizan, impidiendo su interacción con proteínas más relevantes 
(Giustarini et al. , 2000; Bowes and Gupta 2005).
Como era de esperar, el grado de citotoxicidad de los distintos agentes estresantes sobre 
el ciliado T. thermophila varía, dependiendo de la naturaleza del mismo. Además, el efecto tóxi-
co de cada estresante es variable, según la concentración y el tiempo de exposición aplicados. 
En muchos casos, se observa que el tratamiento durante 24 h con una concentración determi-
nada de tóxico causa una elevada mortalidad celular, mientras que apenas existe citotoxicidad, 
cuando la exposición, a la misma concentración metálica, es tan sólo de 2 h. Así, a las concentra-










a las poblaciones control, en el caso de los tratamientos cortos (2 h) con metales no esenciales 
(Cd2+ o As5+) y el herbicida paraquat (PQ) (Tablas F23B, F25B, F27B, F29B, F31B, F35B). En estos 
tratamientos cortos, los resultados se siguen manteniendo, cuando se induce una inhibición de 
la biosíntesis de GSH con BSO (Tablas F23B, F27B, F31B) o bien, se bloquean  grupos tiólicos con 
NEM (Tablas 25B, 29B, 33B). Una excepción, son las exposiciones de 2 h con menadiona (MD) 
cuyo efecto celular será comentado en profundidad más adelante. 
El Cd2+ es un metal no esencial muy tóxico para los seres vivos, incluso a concentraciones 
muy bajas. Por esta razón, se considera como uno de los contaminantes más tóxicos y peligro-
sos en la legislación de la UE, y ocupa el octavo lugar de la lista de contaminantes ambienta-
les prioritarios en la legislación de EEUU (http://www. atsdr.cdc.gov). Se han postulado varios 
mecanismos directos e indirectos para explicar la biotoxicidad de este metal y su demostrada 
capacidad mutagénica y carcinogénica en animales (Valko et al., 2005; 2006; Thévenod 2009; 
Joseph 2009). Uno de los principales mecanismos implicados en la toxicidad del Cd2+ parece ser 
la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y como consecuencia de ello, la inducción 
de estrés oxidativo (Liu et al., 2009; Cuypers et al., 2010). 
Al igual que en otros sistemas biológicos, tanto unicelulares como pluricelulares, en T. 
thermophila  y en otras especies de ciliados hemos detectado que el Cd2+ es capaz de generar 
diversos tipos de ROS, como superóxido y peróxidos y, por tanto, anión hidroxilo (Gallego et al., 
2007; Rico et al., 2009). Los resultados han mostrado que, a exposiciones cortas (2 h), este metal 
(Cd2+) apenas causa mortalidad celular (Figura 23). Sin embargo, a exposiciones prolongadas 
(24 h) y la misma concentración, puede alcanzarse un elevado grado de mortalidad. Claramente 
se observa que el patrón de citotoxicidad del Cd2+ en T. thermophila no sigue la clásica relación 
dosis-efecto, característica de células animales (Tabla F24B, Figura 24). En este caso, no hay una 
relación directamente proporcional entre ambos parámetros, sino que los niveles de toxicidad 
permanecen relativamente bajos (inferiores al 20 % de la población) hasta que a partir de una 
concentración determinada se produce un incremento drástico de la mortalidad, que alcanza 
valores superiores al 90 % de la población. Estos resultados ecotoxicológicos ratifican nuestros 
datos anteriores (Gallego et al., 2007) con respecto al modelo de citotoxicidad de Cd2+ en este 
mismo microorganismo eucariota. El efecto tóxico del Cd2+ parece ser contrarrestado por las 
defensas celulares microbianas, hasta que se alcanza una cierta concentración de metal, a partir 
de la cual, se sobrepasa el nivel de detoxificación metálica en la mayoría de células de la pobla-
ción, lo que causa un descenso drástico de la viabilidad celular.
En los experimentos de inhibición de la biosíntesis de GSH se observa que; la presencia 







concentración más elevada de metal (1,76 mM) (Tabla F24B). Por tanto, un descenso en los ni-
veles intracelulares de GSH, parece incrementar la resistencia celular a Cd2+. Sin embargo, esta 
drástica disminución de la mortalidad no se produce, cuando las poblaciones tratadas con esa 
elevada concentración metálica (1,76 mM) son expuestas a NEM, agente bloqueante de grupos 
tiólicos libres. Además, la exposición a NEM causa un aumento de la mortalidad celular en pre-
sencia de una concentración menor de Cd2+ (1,54 mM). De tal manera que en estas condiciones, 
la mortalidad celular en las poblaciones es más de cinco veces superior a la de las poblaciones 
control, que han sido tratadas con la misma concentración metálica, pero no han sido expuestas 
a este alquilante tiólico (NEM).  Diversos estudios han mostrado que el estrés oxidativo, como 
consecuencia de la generación directa de ROS e indirecta por el consumo de antioxidantes 
celulares, son importantes mecanismos implicados en la biotoxicidad del Cd2+, aunque no son 
los únicos (Liu et al., 2009). En la mayoría de los seres vivos se sintetizan dos principales tipos de 
moléculas en respuesta al estrés oxidativo, causado por la presencia de Cd2+; el tripéptido glu-
tatión y sus derivados (tripanotión , ovotiol, fitoquelatinas, etc) y metalotioneinas (MTs). El  glu-
tatión y sus derivados pueden representar hasta un 90 % de los antioxidantes celulares totales 
(Wysocki and Tamás, 2010). Las MTs presentan  dos principales mecanismos de defensa frente a 
este metal pesado; por una parte, pueden ser antioxidantes siendo capaces de interaccionar di-
rectamente con ROS y RNS (Reactive Nitrogen Species), generados por el metal. Y, por otra parte, 
las CdMTs pueden inmovilizar directamente cationes Cd 2+, disminuyendo su biodisponibilidad 
y como consecuencia, su capacidad de interaccionar con moléculas y estructuras biológicas 
(Klaassen et al. ,2009, Chiaverini and De Ley, 2010). Por esta razón, el Cd2+ inmovilizado carece 
de toxicidad celular.
Existe una cierta controversia sobre el papel de las MTs en condiciones de ausencia o 
limitación de GSH y en presencia de Cd2+ u otros agentes oxidantes. Algunos autores, utilizan-
do células animales o levaduras, han comprobado que un tratamiento con BSO incrementa 
la sensibilidad celular a metales y otros agentes oxidantes (Dusre et al., 1989; Kim et al., 2003; 
Nargund et al., 2003). Por el contrario, en otros estudios con células animales, la eliminación ó 
limitación de GSH genera mayor resistencia al efecto letal del Cd2+ o a las condiciones de estrés 
oxidativo generadas por  otros agentes tóxicos. Según algunos autores, este hecho detectado 
en animales vertebrados e invertebrados, parece ser debido a un incremento en la formación 
de MTs específicas (CdMTs), que actúan como antioxidantes y son capaces de interaccionar con 
el sistema GSH/GSSG (Nielsen et al., 2007; Shimitzu et al., 1998; Haïdara et al., 1999; Zaroogian 
and Jackim, 2000; Min et al., 2005; Ivanina et al., 2008; Guo et al. ,2008a). Además, se ha compro-













lo que pone de manifiesto la importancia de estas proteínas en la protección in vivo frente a 
este tipo de estrés celular (Conrad et al., 2000).
De acuerdo con los resultados obtenidos, parece ser que el GSH es un antioxidante muy 
importante para la detoxificación de Cd2+ en el protozoo ciliado T. thermophila. Al igual que en 
otros organismos/microorganismos, esta molécula intervendría de manera eficaz cuando las 
células son expuestas tanto a tratamientos cortos como más prolongados de Cd2+, pero a bajas 
concentraciones. Sin embargo, cuando las exposiciones al metal son de 24 h a concentraciones 
metálicas más elevadas y se ha inhibido experimentalmente la biosíntesis de GSH con BSO, las 
CdMTs tendrían un papel importante en esta respuesta frente al Cd2+.  Así, utilizando el fluoró-
foro CMFDA se detecta  un aumento de la fluorescencia en todas las poblaciones expuestas 
al metal (durante 2 h), con respecto a las poblaciones control sin tratamiento metálico (Tablas 
F23A y F24A), lo que correspondería a un aumento en los niveles de glutatión . Por el contrario, 
cuando las células han sido sometidas a un tratamiento con BSO, la fluorescencia detectada en 
todas las poblaciones con doble tratamiento (BSO + Cd2+) es inferior, debido a que estas pobla-
ciones son incapaces de biosintetizar de novo GSH, respecto a las poblaciones control, que sólo 
han recibido la exposición al metal. Sin embargo, estas poblaciones   que han recibido doble 
tratamiento emiten más fluorescencia que las poblaciones control tratadas con BSO, pero que 
no han entrado en contacto con Cd2+ (Tabla F24A). Este resultado podría tener dos explicacio-
nes:
1) que las células tratadas con BSO pudieran aún sintetizar GSH, cuando se encuentran 
en situación de estrés oxidativo por el metal, o
2) que el fluorocromo utilizado (CMFDA) no marque exclusivamente GSH. El BSO es 
considerado un buen inhibidor,  pero numerosos estudios apuestan por la inespecificidad del 
fluorocromo empleado, de tal forma, que se piensa que el CMFDA podría igualmente  unirse  a 
diversas moléculas ricas en grupos tiólicos diferentes al GSH (Tauskela et al., 2000; Sebastia et 
al., 2003; Jos et al., 2009). Desafortunadamente, aún no existe un fluorocromo con especificidad 
exclusiva por el glutatión. 
La aplicación de NEM, no causa un bloqueo total de todos los grupos tiólicos, pero de-
muestra ser  un agente bastante eficaz. Cuando comparamos cada población tratada con NEM, 
con respecto su control correspondiente (sin tratamiento metálico ó en presencia de la misma 
concentración metálica, pero sin NEM), siempre se detecta una mayor fluorescencia en el con-
trol (Tablas F25A y F26A), con independencia de la concentración y duración (2 ó 24 h) de la 









celular en las diferentes concentraciónes metálicas utilizadas, y dicho incremento se correspon-
de, consecuentemente, con un descenso en la fluorescencia (CMFDA) que detecta GSH (Tablas 
F25A y F26B).
El método enzimático de valoración de glutatión utilizado, sólo valora la cantidad total 
de GSH libre, independientemente de que se encuentre en forma reducida u oxidada. Por esta 
razón, no es sorprendente que existan pocas diferencias, con respecto a este parámetro, entre 
poblaciones tratadas y controles. Estos resultados se mantienen, cuando se inhibe la biosíntesis 
de GSH con BSO, aunque en este caso, sí se detecta una disminución en los niveles de glutatión 
en las poblaciones control (sin metal + BSO) (Figura 40). Los tratamientos con NEM siempre 
ocasionan una disminución de los niveles totales de glutatión, tanto en poblaciones control 
(sin Cd2+) como en aquellas sometidas a una exposición con Cd2+. Este descenso en GSH tiene 
un valor  similar en poblaciones expuestas al metal (2 ó 24 h), luego el tiempo de tratamiento 
no parece afectarlo.
En conjunto, los datos parecen indicar que en la respuesta estrés al Cd2+ el ciliado T. ther-
mophila, además de la implicación del GSH, principalmente en la respuesta inmediata o tem-
prana, pueden intervenir CdMTs (Cd-metalotioneínas). Actualmente, conocemos la existencia 
de 3 CdMTs (MTT1, MTT3 y MTT5) en T. thermophila (Díaz et al., 2007; Amaro et al., 2009; Gutié-
rrez et al., 2009; 2011). Estas proteínas, ricas en residuos de cisteína (48, 42 y 24 residuos, res-
pectivamente), son inusualmente largas si las comparamos con las CdMTs de mamíferos, y por 
tanto, tiene una mayor capacidad de unir una mayor cantidad (8-19) de cationes Cd2+, respecto 
de las MT estándar (7 cationes Cd2+) (Gutiérrez et al., 2011). Mediante RT-PCR cuantitativa, se ha 
comprobado que la expresión de los genes MTs de T. thermophila es fuertemente inducida por 
Cd2+ (entre otros metales), estando este metal pesado entre los primeros en el ranking de indu-
cibilidad (Gutiérrez et al., 2011). La formación de estas CdMTs podría explicar el notable incre-
mento (respecto del control) de grupos tiólicos (fluorescencia con CMFDA), detectado cuando 
se exponen las poblaciones a Cd2+.
El As5+ es un contaminante ambiental de amplia distribución, que se encuentra en di-
versas formas químicas con diferente toxicidad.  En general, las formas inorgánicas de arsénico, 
arseniato (As5+) o arsenito (As3+) son más tóxicas que las orgánicas (Jomova et al., 2010;Ventura-
Lima et al., 2011) y dentro de las inorgánicas, la forma más reducida (As3+), es la que presenta 
mayor biotoxicidad (Shi et al., 2004; Valko et al., 2005). 
Los resultados de las exposiciones de T. thermophila a arseniato muestran que, la mor-







presencia, como en ausencia de inhibidores. Este hecho se cumple con independencia de la 
naturaleza del inhibidor; ya sea de la síntesis de GSH, como BSO o bien, quelante de grupos –SH, 
como NEM y de la duración del tratamiento. Sin embargo, en todos los casos, las exposiciones, 
a cada concentración de tóxico, durante 24 h, produjeron mucha mayor mortalidad que las de 
2 h (Tablas F27B, F28B, F29B, F30B). Estos resultados podrían tener varias explicaciones. Apa-
rentemente, se podría concluir que el tripéptido glutatión y otros compuestos, proteicos y no 
proteicos, ricos en grupos tiólicos no son importantes en la respuesta de Tetrahymena frente 
al arseniato. Sin embargo, esta afirmación contradice los datos de expresión de genes codifi-
cantes de algunas glutatión trasferasas, glutatión reductasa y glutamato cisteína ligasa (que 
se describen en esta tesis) y metalotioneínas (Díaz et al., 2007), cuya transcripción es inducida 
notablemente en presencia de arseniato. Por otra parte, hay que descartar que, los inhibidores 
utilizados y a la concentración aplicada, podrían no ejercer una inhibición total de la biosíntesis 
de glutatión o bloqueo funcional completo de los grupos tiólicos quelantes de metal. Debido 
a la elevada citotoxicidad y genotoxicidad de este elemento, Tetrahymena como otros muchos 
organismos, parece presentar múltiples sistemas de resistencia a diferentes formas químicas de 
arsénico, incluido arseniato inorgánico (Rosen, 2002; Páez-Espino et al., 2009; Tsai et al., 2009). En 
eucariotas, el arseniato (As5+) entra en las células parasitando transportadores de fosfato (Zhao 
et al., 2009). Una vez en el citoplasma, es reducido a arsenito (As3+) por una arseniato reductasa. 
Esta modificación por reducción, que puede ser aparentemente contradictoria ya que el arse-
nito es una forma al menos 100 veces más tóxica que el arseniato, hace que sea mucho más 
reactiva y por tanto fácil de acomplejar (Tsai et al., 2009). Se han caracterizado varias arseniato 
reductasas, unas dependientes de glutatión y otras de tiorredoxinas (Rosen, 2002; Mesen and 
Silver 2006). Finalmente, el arsenito es expulsado al exterior celular por dos vías alternativas; 
mediante una ATPasa de membrana o bien, por una proteína transportadora de tipo ABC (Tsai 
et al., 2009). Alternativamente, el arsenito puede ser bioacumulado, al ser quelado intracelu-
larmente por ciertos ligandos ricos en grupos tiólicos de distinta naturaleza, según el organis-
mo/microorganismo, como glutatión, fitoquelatinas y metalotioneínas. Los cationes metálicos 
inmovilizados pueden ser expulsados al exterior o permanecer en el citoplasma directamente 
o en el interior de una vacuola (Páez-Espino et al., 2009; Tsai et al., 2009). Por último, el arsénico 
puede ser biotransformado metabólicamente por microorganismos, distinguiéndose cuatro 
procesos principales; metilación, desmetilación, oxidación y reducción (Stolz et al., 2006). De es-
tos procesos, el más importante es la biometilación, que puede ser llevado a cabo por bastantes 
especies biológicas de toda la escala evolutiva, desde procariotas hasta el hombre, el arsenito 









(DMA V), que son mucho menos biotóxicos. Algunos de los intermediarios generados en este 
proceso de biometilación son gaseosos y por tanto, pueden desaparecer del medio En este 
caso, la biotransformación se suele denominar biovolatilización (Bentley and Chasteen 2002; 
Thomas et al., 2004). En algunos organismos, también puede producirse una trimetilación, ge-
nerándose compuestos arsenicales más reactivos y además cancerígenos (Jomova et al., 2010). 
En T. thermophila, se ha mostrado recientemente que este microorganismo eucariota es capaz 
de reducir arseniato a arsenito y expulsarlo, y además puede biometilarlo aunque la generación 
de formas volátiles es escasa (Yin et al., 2011). En conclusión, Tetrahymena parece disponer de 
múltiples mecanismos de resistencia a arsénico, que actuarían de manera conjunta o alternati-
va para evitar la muerte celular.
El paraquat (PQ) es un herbicida no selectivo de amonio cuaternario, que se ha aplicado 
profusamente en el pasado para el control de malas hierbas. Aunque todavía se utiliza en mu-
chos países, su utilización está prohibida en la Unión Europea, desde el año 2004. El mecanismo 
de toxicidad del PQ todavía no está dilucidado completamente. En general, se admite que in-
hibe la reducción de NADP hasta NADPH durante la fotosíntesis, generándose principalmente, 
anión superóxido, entre otras especies reactivas de oxígeno. Se considera que la generación de 
ROS sería el principal fenómeno responsable de su biotoxicidad (Suntres, 2002; Jamers and De 
Cohen, 2010). Además, en células de mamífero, se ha demostrado que este herbicida produce 
peroxidación lipídica (Huang et al., 2006; Gil et al., 2007) y genera NO lo que parece potenciar su 
biotoxicidad, aunque los datos experimentales sobre el efecto nocivo del NO son contradicto-
rios (Morán et al., 2010). La producción de ROS, RNS y peroxidación lipídica ocasiona graves da-
ños mitocondriales, que según algunos autores serían responsables de la muerte celular (Mo-
hammadi-Bardbori and Ghazi-Khansari, 2008; González-Polo et al., 2007; Castello et al., 2007). 
Teniendo en cuenta que el PQ genera diversos tipos de ROS, al menos en animales y plantas, 
se le atribuye un papel fundamental al GSH en la respuesta celular frente al estrés originado 
por este agente tóxico (Nakagawa et al., 1995; Bayoumi et al.,2000; Suntres,2002; Farmen et al., 
2010). Sin embargo, en T. thermophila, que según hemos podido comprobar muestra una resis-
tencia inusualmente elevada al PQ (datos no mostrados), el GSH no parece presentar un papel 
relevante en la respuesta frente a este agente tóxico. Así, la inhibición de la biosíntesis de este 
antioxidante con BSO, no causa variaciones en la mortalidad respecto de aquel sin BSO, cuando 
las poblaciones celulares se exponen durante 2 h a PQ. Aunque sí se detecta un mayor descen-
so de grupos tiólicos en presencia de PQ + BSO (Tablas F31A y B). Además, sorprendentemente, 
en los tratamiento de 24 h, hay un menor incremento de la mortalidad celular en presencia del 







detecta un mayor descenso en el contenido celular en grupos tiólicos (Tablas F31A y F32A) a 2 
h de exposición, mientras que a 24 h se mantienen los mismos niveles que los controles (en pre-
sencia de BSO). Aunque existen todavía pocos estudios publicados en mamíferos, en estos or-
ganismos la presencia de BSO causa un drástico aumento en la citotoxicidad del PQ (Nakagawa 
et al., 1995). La participación escasa o accesoria del GSH como antioxidante frente al PQ en este 
ciliado, se vuelve a poner de manifiesto en los resultados obtenidos en presencia de NEM. La 
presencia del bloqueante de grupos -SH (NEM) no incrementa significativamente la mortalidad 
celular inducida por PQ, tanto a 2 h como a 24 h. Por el contrario, la presencia de NEM disminuye 
más la presencia de grupos -SH, respecto de los tratamientos con PQ sin NEM.  Estos resultados 
en T. thermophila, concuerdan con los datos obtenidos en otros apartados de este trabajo. La 
presencia de PQ induce la expresión de los genes codificantes para la glutatión cisteína ligasa 
y algunas glutatión S-tranferasas, pero no induce la formación de glutatión reductasa, enzima 
implicada en el reciclaje de glutatión.  Sin embargo, el PQ produce una buena inducción (x19) 
de la expresión del gen codificante de una tiorredoxina reductasa (TtTrxR5). 
En general, los genes de metalotioneínas (MTs) estudiados en Tetrahymena no parecen 
que se induzcan con PQ de forma significativa, a excepción del gen MTT5 de T. thermophila que 
se induce unas ~ 6x respecto del nivel basal (Díaz et al., 2007). La inducción de genes MTs por 
PQ se ha detectado en diversos tipos celulares animales (Tomita et al., 2006; Black et al., 2008, 
Mitsopoulos and Suntres, 2010), incluso se ha caracterizado en el ser humano una nueva iso-
forma de MT, cuya síntesis es inducida por PQ y, posiblemente, por otros oxidantes (Choi, 2003). 
La señal desencadenante de la inducción de genes MTs parece ser la disfunción o alteración a 
nivel de mitocondria, uno de los orgánulos diana del efecto tóxico del PQ (Castello et al., 2007; 
Cochemé and Murphy, 2008; Mohammadi-Bardbori and Ghazi-Khansari, 2008 ). Esta inducción 
de MTs parece ser mayor cuando se bloquea la biosíntesis de GSH con BSO (Nakagawa et al., 
1998; Maya et al., 2004; Ren et al., 2008). 
La MD es un agente oxidante bastante tóxico para T. thermophila, de manera que en pre-
sencia de una concentración 10 mM la mortalidad celular alcanzada es aproximadamente el 90 
% de la población (Tabla F36B). Las poblaciones tratadas con MD + BSO no parecen incrementar 
más la mortalidad celular de aquellas tratadas sólo con MD, pero sí disminuye más los grupos 
tiólicos. Igualmente, el NEM tampoco incrementa más la mortalidad celular de T. thermophila, 
pero tampoco disminuye más los grupos -SH respecto del tratamiento con sólo MD. 
La MD (2-metil-1,4-naftoquinona) es un compuesto liposoluble, que se utiliza frecuente-
mente como agente causante o inductor de estrés oxidativo a nivel celular. Su toxicidad radica 









todavía no se conoce con exactitud el/los mecanismo/s implicado/s en su biotoxicidad (Chiou 
et al., 2003; Franco and Cidlowski, 2012). Esta generación de estrés oxidativo, se suele asociar a 
procesos de muerte celular por necrosis y más recientemente por apoptosis o autofagia (Ge-
rasimenko et al., 2002; Criddle et al., 2006; Wang et al., 2008). Además, se ha comprobado que, al 
menos en células animales, la MD es un compuesto potencialmente mutágeno y carcinogénico, 
que tiene la capacidad de formar pequeñas regiones de ADN monocatenario (Cojocel et al., 
2008). Aunque los estudios son escasos y las comparaciones son difíciles de establecer, debido 
a la falta de uniformidad en las condiciones experimentales, Tetrahymena parece ser más resis-
tente a MD que algunas células animales (Yeon and Park, 2005), e incluso que ciertos protistas 
anaerobios como Hexamita y Giardia intestinalis (Biagini et al., 2001; Paget et al., 2004). La MD 
siempre disminuye los niveles de GSH respecto del control, e independientemente de la ausen-
cia o presencia de BSO o NEM. 
Es importante señalar que ambos parámetros (contenido en GSH libre y grupos tióli-
cos) en presencia de concentraciones elevadas de MD, siempre muestran valores inferiores en 
aquellas poblaciones expuestas a BSO ó NEM, que en las poblaciones no sometidas a estos 
tratamientos (Tablas F35A, F36A; Figura F46A y B). 
De estos resultados podemos afirmar que la exposición a MD origina un consumo de 
GSH, que podría ser directamente proporcional a la concentración de agente oxidante utilizada. 
Igualmente, en T. thermophila el GSH no parece ser el único antioxidante que interviene en el 
proceso de detoxificación ó neutralización de la MD. El consumo de GSH en presencia de MD y 
por tanto, su implicación en la respuesta de defensa celular frente a este agente oxidante pare-
ce ser un fenómeno universal en la escala biológica. Diversos estudios realizados con bacterias, 
hongos filamentosos, levaduras, animales y plantas detectan un descenso en el GSH libre, como 
consecuencia de la exposición a MD (Liu et al., 1993; Ochi 1996; Zadzinski et al., 1998; Smirnova 
et al., 2000; Mutoh et al., 2005; Pocsi et al., 2005; Razinger et al., 2010). Incluso, en algunos traba-
jos se ha utilizado la MD experimentalmente para reducir la cantidad de GSH (Marchionatti et 
al., 2009). Se han propuesto dos mecanismos distintos, pero no excluyentes, para explicar esta 
disminución en la concentración de GSH y por tanto explicar la implicación del glutatión en 
la detoxificación de MD. En primer lugar, la interacción directa del GSH con los radicales libres 
generados por la exposición a MD (Criddle et al., 2006; Razinger et al., 2010).  En segundo lugar, 
la conjugación directa del GSH con la MD, en un proceso mediado por enzimas glutatión trans-
ferasas específicas. Estos conjugados, que se han observado en la levadura Saccharomyces cere-
visiae por microscopía electroquímica de barrido (Mauzeroll and Bard, 2004), son incluidos en 







de una bomba de transporte dependiente de ATP. La formación de conjugados MD-GSH, pare-
ce ser el principal mecanismo de detoxificación para la MD en levaduras y conlleva, la inducción 
de genes codificantes para algunas GSTs (Zadzinski et al., 1998; Castro et al.,2007; 2008).  En T. 
thermophila la MD no induce de forma espectacular a ningún gen GST ni tampoco a la GR de 
este ciliado, pero sí induce de manera llamativa (~123x) el gen codificante de GCL (implicada 
en la biosíntesis de GSH). 
La MD incrementa la expresión de enzimas que generan GSH, como la γ-glutamilcisteí-
naligasa (implicada en la primera etapa de la biosíntesis de GSH), y la GR (que reduce el GSSG) 
en muchos organismos, desde bacterias (Yan et al., 2006) hasta animales (Chiou and Tzeng, 
2000; Chuang et al., 2002). También se ha detectado una inactivación de enzimas antioxidantes 
clave, en presencia de este agente tóxico (McAmis et al., 2003). Un desequilibrio entre la pro-
porción GSH:GSSG es la señal propuesta por algunos autores como provocadora del inicio de 
la muerte celular por apoptosis y/o necrosis en células animales (Franco and Cidlowski, 2012; 
Franco et al., 2009). Alternativamente, otros autores sostienen que la MD induce apoptosis al 
ocasionar una despolarización de la membrana mitocondrial y un incremento de la concentra-
ción mitocondrial de Ca2+ (Gerasimenko et al.,2002; Baumgartner et al., 2009). En levaduras, se 
ha comprobado que el contenido intracelular de glutatión reducido es un factor clave para la 
degradación controlada de mitocondrias, mediante un proceso de autofagia especializada, que 
recibe el nombre de mitofagia (Deffieu et al., 2009).
Por último, hay que señalar que la acidificación del medio, durante 24 h,  no produjo 
diferencias estadísticamente significativas de mortalidad celular, tanto en aquellas poblacio-
nes expuestas previamente a BSO ó NEM, como en las que no han recibido estos tratamientos 
(Tablas F37B y F38B). Con respecto al contenido en grupos tiólicos, sólo se aprecia un ligero 
incremento, pero estadísticamente significativo, en las poblaciones expuestas a un pH ácido 
(sin BSO), y una disminución cuando se trata con BSO (Tabla F37A y Figura 47A). En presencia de 
NEM disminuyen los grupos tiólicos, mientras que sin NEM y pH ácido se mantienen igual que 
el control. Los niveles de GSH se mantienen prácticamente igual (con o sin BSO o NEM) respecto 
de aquellos que presentan los controles. 
Apenas existen  estudios relativos al efecto del pH sobre el contenido en GSH, y los esca-
sos publicados son aparentemente contradictorios. En algunas levaduras, como Candida utilis, 
el estrés ácido incrementa la actividad de la γ-glutamilcisteína ligasa, lo que se traduce en un 
incremento de la cantidad intracelular de GSH, que sólo es transitorio porque en estas condicio-









2008). En T. thermophila el gen codificante de la GCL se sobre-expresa (~120x) a pH 5, pudiéndo-
se incrementar así la cantidad de GSH intracelular, lo que estaría de acuerdo con el incremento 
de grupos tiólicos a pH ácido (sin BSO), pero en contradicción con lo detectado respecto del 
GSH total (sin BSO), el cual se mantiene igual que los controles. En bacterias, como Rhizobium 
tropici, también se detecta una activación de la síntesis de GSH, en respuesta a un descenso de 
pH (Muglia et al., 2007). Finalmente, en células animales se ha observado un descenso de GSH 
tras la acidificación del medio (Ikebuchi et al., 1993; Garcia-Ruiz et al., 2000), que podría deberse 
a un proceso de glutationilación de grupos tiólicos de la proteínas (Gallogly and Mieyal, 2007; 
Townsend, 2007). Además del GSH, otras moléculas ricas en grupos tiólicos parecen estar impli-
cadas en la respuesta al estrés ácido en Tetrahymena, como indica el hecho de que la reducción 
en grupos tiólicos ejercida por la NEM es mayor que la provocada por el BSO. A este respecto, 
en condiciones de pH ácido se induce drásticamente la expresión de, al menos, un gen de MTs 
(MTT5) en T. thermophila (Díaz et al., 2007), incrementándose así el número total de grupos -SH 
intracelulares. 
2. VALORACIÓN DE GLUTATIÓN TOTAL CELULAR (GSH/GSSG).
Numerosos estudios han demostrado que los metales producen especies reactivas de 
oxígeno (Pourahmad and O’Brien, 2000; Leonard et al., 2004; Valko et al., 2005; 2006; Franco et 
al., 2009). Los grupos tiólicos libres, ya sea formando parte de proteínas o en otras moléculas de 
bajo peso molecular (como el glutatión), se consideran una de las principales defensas frente a 
la formación de ROS. Mediante el ensayo enzimático utilizado en la valoración de glutatión, se 
cuantifica el “pool” total de glutatión tanto reducido (GSH) como oxidado (GSSG).  
2.1 Determinación de glutatión total celular (GSH/GSSG) a lo largo de la curva de creci-
miento.
El estudio de los niveles totales de glutatión celular a lo largo de la curva de crecimiento 
de una población de T. thermophila, muestra (Figura 39, Tabla 12) que el nivel del glutatión to-
tal permanece prácticamente invariable durante las fases de latencia y crecimiento acelerado. 
Durante la fase exponencial (~12 h de duración) el nivel de glutatión se incrementa unas tres 
veces, alcanzando el máximo cuando termina la fase exponencial. Durante la fase estacionaria, 
los niveles de glutatión disminuyen unas dos unidades.
Algunos estudios con cultivos de células humanas asocian el incremento de GSH al au-







comprobado también en cultivos de células animales que se produce un aumento en los nive-
les de GSH previo a la entrada en la fase S (Shaw and Chou,1986; Poot et al., 1995). Se sabe que el 
GSH cede el poder reductor necesario para la actividad de la ribonucleótido reductasa a través 
de las glutarredoxinas o de las tiorredoxinas, y que ésta es una etapa limitante en la síntesis 
de ADN (Holmgren, 1981). Luego el aumento de GSH en fase exponencial de una población 
de T. thermophila, puede ser consecuencia de la mayor síntesis de ADN por gran parte de las 
células que conforman la población. La disminución de los niveles de glutatión durante la fase 
estacionaria se podría deber a cierta mortalidad celular durante esa etapa y/o a la ausencia o 
escasez de nutrientes en el medio de cultivo. Los metabolitos a partir de los cuales se sintetiza 
el glutatión, principalmente la metionina (de la que derivará la cisteína) se van agotando de tal 
forma que no se puede sintetizar glutatión de novo, y además debido a los procesos oxidativos 
que tienen lugar durante el envejecimiento de la población en fase estacionaria, se consume el 
glutatión preexistente (Eady et al., 1995). 
2.2 Determinación de glutatión total celular (GSH/GSSG) bajo el estrés por metales y 
otros agentes, junto con la utilización de BSO o NEM.
De los experimentos con ± BSO (presumible inhibidor de la enzima GCL) o ± NEM (blo-
queante de grupos tiólicos) y la valoración del glutatión total (véase resumen en la Tabla 20), 
podemos concluir lo siguiente: 
1) La presencia de Cd2+ incrementa los niveles intracelulares de moléculas con grupos 
–SH, y los niveles totales de glutatión (GSH/GSSG) intracelular. 
2) Igualmente, la presencia de As5+ parece que incrementa ambos elementos (moléculas 
con grupos –SH y glutatión) a tiempos de exposición cortos (2 h), pero a exposiciones prolon-
gadas (24 h) los niveles de ambos parámetros disminuyen. El incremento de glutatión a 2 h de 
tratamiento con As5+, se correlaciona con la elevada inducción (~ 89x) del gen que codifica la 
enzima GCL (involucrada en la biosíntesis de GSH) de T. thermophila.  El As+5 (arseniato) es redu-
cido a As+3 (arsenito) y el poder reductor para esta reducción se obtiene del GSH (Del Razo et al., 
2001), pasando a su forma oxidada (GSSG) y reduciendo así el número de moléculas reducidas 
(GSH). Además, varias moléculas de GSH pueden quelar un átomo de As5+ (Franco et al., 2009), 
reduciéndose la cantidad de GSH libre. Y, por último, el GSH puede también actuar como cofac-
tor (fuente de poder reductor) de diversas enzimas que intervienen en reacciones redox para 
paliar la formación de ROS provocada por el arsénico (Kumagai and Sumi, 2007). Estas, podrían 










Mortalidad Grupos -SH Glutatión total (GSH+GSSG)
Efecto1 Efecto1 Efecto1
Cd2+-BSO (2 h) NO
Cd2+ - BSO: (=)
Cd2+ + BSO: (=)
SÍ
Cd2+ - BSO: ↑
Cd2+ + BSO: ↑(-)
NO
Cd2+ - BSO:  (=)
Cd2+ + BSO: (=)
Cd2+-BSO (24 h) SÍ
Cd2+ - BSO: ↑
Cd2+ + BSO: ↑(-)
SÍ
Cd2+ - BSO: ↑
Cd2+ + BSO: ↑(-)
SÍ
Cd2+ - BSO: ↑
Cd2+ + BSO: ↑(-)
Cd2+-NEM (2 h) NO
Cd2+ - NEM: (=)
Cd2+ + NEM: ↑
NO
Cd2+ - NEM: (=)
Cd2+ + NEM: ↓
SÍ
Cd2+ - NEM: ↑
Cd2+ + NEM: ↓
Cd2+-NEM (24 h) SÍ
Cd2+ - NEM: ↑
Cd2+ + NEM: ↑ 
SÍ
Cd2+ - NEM: ↑
Cd2+ + NEM: ↓
NO
Cd2+ - NEM: ↑
Cd2+ + NEM: ↑
As5+-BSO (2 h) NO
As5+ - BSO: ↑
As5+ + BSO: ↑ 
SÍ
As5+ - BSO: ↑
As5+ + BSO: ↑(-)
SÍ
As5+ - BSO: (=)
As5+ + BSO: ↓
As5+-BSO (24 h) NO
As5+ - BSO: ↑
As5+ + BSO: ↑ 
SÍ
As5+ - BSO: ↓
As5+ + BSO: ↓(+)
NO
As5+ - BSO: (=)
As5+ + BSO: (=)
As5+-NEM (2 h) NO
As5+ - NEM: ↑
As5+ + NEM: ↑
NO
As5+ - NEM: ↑
As5+ + NEM: ↑ 
NO
As5+ - NEM: ↑
As5+ + NEM: ↑ 
As5+-NEM (24 h) NO
As5+ - NEM: ↑
As5+ + NEM: ↑ 
SÍ
As5+ - NEM: ↓
As5+ + NEM: ↓(+)
SÍ
As5+ - NEM: ↓
As5+ + NEM: ↓(+)
PQ-BSO (2h ) NO
PQ - BSO : ↑
PQ + BSO : ↑ 
SÍ
PQ - BSO: ↓
PQ + BSO: ↓(+)
SÍ
PQ - BSO: ↓
PQ + BSO: ↑ 
PQ-BSO (24 h) SÍ
PQ - BSO: ↑
PQ + BSO: ↑(-)
SÍ
PQ - BSO: ↓
PQ + BSO: (=) 
NO
PQ - BSO: (=)
PQ + BSO: (=)
PQ-NEM (2 h) NO
PQ - NEM: ↑
PQ + NEM: ↑
SÍ
PQ - NEM: ↓
PQ + NEM: ↓(+) 
SÍ
PQ - NEN: ↓
PQ + NEM: ↓(+)
PQ-NEM (24 h) NO
PQ - NEM: ↑
PQ + NEM: ↑ 
SÍ
PQ - NEM: ↓
PQ + NEM: ↓(+)
NO
PQ - NEM: (=)
PQ + NEM: (=) 
MD-BSO (2 h) SÍ
MD - BSO: ↑
MD + BSO: ↑(-)
SÍ
MD - BSO: ↓
MD + BSO: ↓(+)
NO
MD - BSO: ↓
MD + BSO: ↓ 
MD-NEM (2 h) NO
MD - NEM: ↑
MD + NEM: ↑ 
NO
MD - NEM: ↓
MD + NEM: ↓ 
NO
MD - NEM: ↓
MD + NEM: ↓
pH 5-BSO (24 h) NO
pH 5 - BSO: (=)
pH 5 + BSO: (=) 
SÍ
pH 5 - BSO: (=)
pH 5 + BSO: ↓ 
NO
pH 5 - BSO: (=)
pH 5 + BSO: (=) 
pH 5-NEM (24 h) NO
pH 5 - NEM: (=)
pH 5 + NEM: (=)
SÍ
pH 5 - NEM: (=)
pH 5 + NEM: ↓ 
NO
pH 5 - NEM: (=)
pH 5 + NEM: (=)
Tabla 20. Resumen de resultados mostrados en las figuras 23-38 y 40-47. 
(1): Respecto del control. (=): No cambia significativamente respecto del control. ↑: Incrementa 
respecto del control. ↓: Disminuye respecto del control. ↑(-): Incrementa menos. ↓(+): Disminuye 







posición al arsénico. El gen que codifica la metalotioneina MTT5 de T. thermophila se induce con 
As5+ a 24 h de tratamiento con el metal (Díaz et al., 2007), y no a 1 h de tratamiento. No sabemos 
si esta Cd/Zn-MT puede quelar As5+, si es así el catión tóxico debería disminuir su presencia en 
el citoplasma, con lo que el GSH podría mantener sus niveles basales o disminuir (dependiendo 
de la afinidad del As5+ por los grupos –SH de la MTT5, respecto de aquellos del GSH). Si no se 
une a la MTT5, la presencia de un mayor grupo de –SH en el citoplasma debería incrementar el 
parámetro que mide los grupos –SH a las 24h, cosa que no parece que sea así (Tabla 20). 
3) El paraquat (PQ) no parece que incremente los grupos –SH, y disminuye el glutatión 
total (Tabla 20). En el mecanismo de toxicidad del PQ (producción de radicales superóxido) se ha 
documentado desde hace tiempo que la enzima superóxido dismutasa interviene como princi-
pal defensa frente a este herbicida (Suntres, 2002). Además, diversos estudios han comprobado 
que el tratamiento con PQ disminuye los niveles de GSH en la célula debido principalmente a 
la oxidación del NADPH de tal forma que la enzima glutatión reductasa (GR) no puede reducir 
el GSSG (Nakagawa et al., 1995; Suntres, 2002; Franco et al., 2009; Jos et al., 2009). Igualmente, el 
PQ (24 h de tratamiento) no induce el gen que codifica la GR de T. thermophila, aunque induce 
(~6x) el que codifica la GCL. El PQ también induce considerablemente (~61x) el gen TtGSTM9, 
lo que podría significar la transferencia de GSH al PQ, con la consiguiente disminución de los 
niveles de esta molécula.  
Nakagawa et al., (1998) trabajando con células de hígado de ratón comprobó como el 
tratamiento con PQ, previa inhibición de la biosíntesis de GSH con BSO, generaba un incremen-
to en la síntesis de MTs, que no se producía con el solo tratamiento con PQ. Por el contrario, en 
T. thermophila tanto con ± BSO como ± NEM los grupos –SH disminuyen en presencia de PQ (2 
ó 24 h), a pesar de que el gen MTT5 de este ciliado se induce (~9x) en presencia de PQ (durante 
24 h) (Díaz et al., 2007). 
4) La menadiona (MD), que induce principalmente estrés oxidativo, disminuye ambos 
parámetros (grupos –SH y glutatión total) (Tabla 20). Sin embargo, la MD (tras 2 h de tratamien-
to) induce espectacularmente (~123x) la expresión del gen de T. thermophila que codifica la 
GCL. Por lo que se podría interpretar que el gasto de GSH es muy superior al producido por la 
enzima. La MD no induce espectacularmente a los genes codificantes de GSTs analizados de T. 
thermophila, sin embargo sí existe cierta inducción relativa de algunos de ellos, así por ejemplo; 
TtGSTM3 (~5x), TtGSTM46 (~3x), TtGSTO1 (~4x) y TtGSTN1 (~4x), por lo que podría actuar alguna 
GST en la formación de conjugados MD-GSH. Pero lo que más llama la atención es la super-
expresión del gen TtGCL (~123x) a las 2 h de tratamiento, que es el tiempo en que se detecta 









a pesar de la sobre-expresión del gen TtGCL conduciría a una disminución del GSH. Y este des-
censo del GSH, induce la expresión de la enzima GCL.
5) El pH ácido (pH 5) no altera sustancialmente los niveles de moléculas con grupos –SH 
o el glutatión intracelular, aunque se nota el efecto del BSO o NEM (Tabla 20). 
El resumen de los datos obtenidos, reflejados en la Tabla 20, nos ha sido muy útil para 
poder comparar y obtener conclusiones, pero también para detectar algunas incoherencias. Así, 
por ejemplo; el tratamiento Cd2+ + BSO (24 h) produce menos mortalidad que el tratamiento 
sólo con Cd2+ (Tabla 20). Si el BSO inhibe la biosíntesis de GSH, debería incrementar o mantener 
los mismos niveles de mortalidad que el tratado sólo con Cd2+. Algo similar ocurre con Cd2+ + 
NEM (24 h) y con PQ + BSO (24 h) o MD + BSO (2 h) (Tabla 20). Por lo que parece ser que el BSO 
y/o NEM no afectan la mortalidad. Otras incongruencias de algunos resultados son; la de As5+ + 
NEM (2 h) respecto a los grupos –SH (Tabla 20), en donde aumenta el nivel de grupos -SH igual 
que el tratado con sólo As5+. A no ser que el NEM necesite más tiempo para actuar (aunque no 
parece que sea así en el caso del Cd2+ + NEM (2h). Aunque, también se podría interpretar como 
que la NEM induce la aparición de nuevas moléculas con grupos –SH, manteniendo los niveles 
inducidos por el As5+. 
Por último, con respecto del parámetro glutatión total también surge un posible resulta-
do incongruente; el PQ + BSO (2 h) el cual incrementa el glutatión (Tabla 20), respecto del con-
trol y el tratado sólo con PQ (que lo disminuye). Si el BSO actúa efectivamente debería disminuir 
la producción de GSH, por lo que no se entiende de donde surge el incremento de glutatión.
Descartando estas incongruencias, el resto de los resultados son congruentes y explican 
la relevancia tanto de GSH como de las moléculas con grupos –SH en la defensa o detoxificación 
de metales muy tóxicos (Cd2+ o As5+) y xenobióticos (PQ o MD) que originan estrés oxidativo.
3. EL GEN DE LA GLUTAMATO CISTEÍNA LIGASA DE Tetrahymena thermophila 
(TtGCL).
Como se indicó en la Introducción, la biosíntesis de glutatión en organismos/microorga-
nismos eucariotas comprende dos etapas (ambas dependientes de ATP), catalizadas respecti-
vamente por las enzimas γ-glutamilcisteína ligasa o glutamato cisteína ligasa (GCL, EC 6.3.2.2; 
previamente llamada γ-glutamilcisteína sintetasa) y glutatión sintetasa (GS). Existen, al menos, 
cuatro principales razones que corroboran el papel crucial de la GCL en la biosíntesis de GSH. 
1) Aunque los estudios son aún escasos, en algunas bacterias Gram-positivas como Strep-







GSH. Además, estudios in silico indican que un gen similar al de S. agalactiae está igualmente 
presente en ciertas especies de los géneros Listeria, Clostridium, Enterococcus y Pasteurella (Ja-
nowiak and Griffith, 2005; Vergauwen et al., 2006).
2) Se ha comprobado tanto en plantas como en bacterias, que el dipéptido (glutamil-
cisteína) puede sustituir al tripéptido (gluamilcisteinil-glicina o GSH) en condiciones de estrés 
ambiental (Grant et al. 1997; Wu et al., 2009). Sin embargo, tanto cepas knockout para el gen GCL, 
como aquellas que presentan bajos niveles de esta enzima (debido a la introducción de ARN de 
interferencia), o bien las células u organismos expuestos a inhibidores de la GCL (como el BSO) 
son muy sensibles a la presencia de agentes tóxicos u otras condiciones de estrés ambiental, 
muriendo al poco tiempo (Huynh et al., 2003; Baek et al., 2004; Pasternak et al., 2008; Lu, 2009). 
Esta hipersensibilidad al estrés por agentes tóxicos se restaura al añadir GSH ó glutamilcisteína 
al medio. 
3) La reacción catalizada por la GCL es la etapa limitante de la biosíntesis de GSH, y por lo 
tanto, determina la proporción de GSH a ser sintetizada. Al menos en mamíferos, esta actividad 
enzimática está muy regulada. Existen tres niveles posibles de regulación; el nivel transcripcio-
nal, en respuesta al estrés oxidativo originado por una gran variedad de agentes, el post-trans-
cripcional (estabilidad del ARNm, fosforilación de la GCL y/o ruptura dependiente de caspasa 
de la GCL durante la apoptosis) (Lu, 2009; Franklin et al., 2009), y a nivel fisiológico tanto por 
retro-inhibición competitiva (no alostérica) por el producto final (GSH), que involucra la unión 
del GSH a la enzima GCL, como por la disponibilidad del precursor L-cisteína (Lu, 2009). 
Y 4) Tanto el GSH como el dipéptido γ-glutamilcisteína son precursores de las fitoquela-
tinas, péptidos implicados en la quelación de metales que se encuentran en todas las plantas 
estudiadas y, algunas micro-algas, hongos y nemátodos (Clemens et al., 1999, 2001; Vatamaniuk 
et al., 2001; Clemens, 2006). Se ha comprobado que las plantas y levaduras transgénicas que 
sobre-expresan el gen de la GCL son más resistentes a ciertos metales no esenciales como Cd, 
As y Hg (Zhu et al., 1999; Li et al., 2006; Wawrzynska et al., 2005; Guo et al., 2008 b). Estas cuatro 
razones avalan la importancia capital de esta enzima (GCL) en el metabolismo del GSH, que está 
presente en la mayoría de los seres vivos. 
En mamíferos e insectos la GCL es heterodimérica; una subunidad catalítica o pesada 
(GCL-C, 73 KDa) y una subunidad ligera o reguladora (GCL-M, 30 KDa). La subunidad GCL-C 
presenta la actividad catalítica completa, sin la intervención de la subunidad GCL-M, la cual es 
enzimáticamente inactiva, aunque juega una importante función reguladora de la actividad 









2009). Por el contrario, en plantas, nemátodos, levaduras, algunos protozoos parásitos y bacte-
rias la enzima GCL es monomérica (Griffith and Mulcahy, 1999; Ashida et al., 2005). El genoma 
macronuclear de T. thermophila contiene un único gen codificante de esta enzima (que hemos 
denominado TtGCL), al igual que sucede en otros microorganismos eucariotas como Trypano-
soma brucei (Lueder and Phillips, 1996) y Schizosaccharomyces pombe (Mutoh et al., 1995). Un 
análisis del genoma macronuclear del ciliado Paramecium tetraurelia nos ha revelado igual-
mente, la presencia de un sólo gen GCL, por lo que podríamos concluir que los ciliados también 
presentan una GCL monomérica. La búsqueda en el genoma macronuclear de T. thermophi-
la nos ha revelado la ausencia de un gen codificante de una potencial subunidad reguladora 
(GCL-M). Recientemente (Sharma and Banyal, 2009), se ha caracterizado en el protozoo parásito 
Plasmodium berghei (Apicomplexa) una GCL claramente heterodimérica, que presentan un ta-
maño similar a la de los mamíferos roedores a los que parasita, aunque las secuencias de las 
subunidades catalíticas procedentes de ambos organismos es muy distinta .
El gen TtGCL tiene 1.296 pb de longitud con un intrón de 79 pb, originando una proteína 
de 405 aa (47,6 KDa). Esta TtGCL es considerablemente corta si la comparamos con la mayoría 
de las GCLs de otros organismos eucariotas, incluyendo hongos (661-728 aa), protozoos parási-
tos (795-1161 aa), invertebrados (601-717 aa) o mamíferos (601-637 aa) (Tabla 21). Igualmente, 
la posible GCL del ciliado P. tetraurelia tiene una longitud (678 aa) que está dentro del rango de 
tamaño promedio de las GCLs. Aún es inferior a las GCLs de algunas plantas, así por ejemplo; 
Arabidopsis thaliana tiene una GCL de 571 aa (May and Leaver, 1994; Jez et al., 2004) y la de Bras-
sica juncea es de 514 aa (Schäfer et al., 1998). La GCL de otro ciliado (Ichthyophthirius multifiliis) 
(ImGCL) tiene una longitud de 583 aa, de tamaño intermedio entre PtGCL y TtGCL.  Hay que 
señalar que, en los vegetales, esta enzima está localizada exclusivamente en los cloroplastos, 
mientras que en el resto de los seres vivos es citosólica (Pasternak et al. 2008).  Por lo tanto, res-
pecto de la longitud de la proteína inferida, la TtGCL es única entre los eucariotas, siendo, por 
otro lado, más similar a aquella de cloroplastos de ciertas plantas como Oryza sativa (438 aa), 
bacterias patógenas como Mycobacterium tuberculosis (432 aa) o la más corta de las GCLs hasta 
ahora publicada (379 aa) presente en la cianobacteria Anabaena (Ashida et al., 2005). 
De acuerdo con el análisis de identidad con otras GCLs (Figura 48), la TtGCL muestra los 
porcentajes de identidad más elevados con las GCLs de otros protozoos ciliados, tales como 
P. tetraurelia (50 % de identidad) y el ciliado parásito de peces de agua dulce Ichthyophthirius 
multifiliis (65 % de identidad) (Figura 48). Y con respecto a los organismos seleccionados (Figura 
48), la TtGCL presenta un 48 % de identidad con aquellas GCLs del Homo sapiens, el ratón (Mus 







Las secuencias aminoacídicas de las GCLs se pueden dividir en tres grupos según la si-
militud de 3 diferentes bloques que se pueden distinguir a lo largo de la secuencia (Copley and 
Dhillon, 2002); el primer grupo incluye GCLs de γ-proteobacterias (24-93 % de identidad entre 
ellas), el segundo incluye las de eucariotas (excluyendo a los vegetales) (32-98 % de identidad) 
y el tercero engloba a GCLs de plantas y a-proteobacterias (45-93 % de identidad). La TtGCL se 
incluye en el grupo 2 (eucariotas), junto con las de mamíferos, nemátodos hongos, insectos y 
protozoos parásitos (Plasmodium, Leishmania y Trypanosoma). En la Figura 87, se muestra el ali-
neamiento entre secuencias del tercer bloque comunes al grupo de GCL eucariotas, incluyendo 
la TtGCL que tiene un promedio de identidad del 59 % entre las restantes del bloque (según los 







SaGCL Streptococcus agalactiae 750 Citoplasma No NP_688811
EcGCL Escherichia coli 518 Citoplasma No NP_417173
AvGCL Anabaena variabilis 379 Citoplasma No YP_323696
ZmGCL Zea mays 438 Cloroplasto No NP_001105142
AtGCL Arabidopsis thaliana 522 Cloroplasto No NP_194041
RnGCL Rattus norvegicus 637 Citoplasma Sí NP_036947
MmGCL Mus musculus 637 Citoplasma Sí NP_034425
HsGCL Homo sapiens 637 Citoplasma Sí NP_001489
DmGCL Drosophila melanogaster 718 Citoplasma Sí NP_525005
CeGCL Caenorhabditis elegans 654 Citoplasma * NP_495927
AfGCL Aspergillus fumigatus 669 Citoplasma No XP_754234
ScGCL Saccharomyces cerevisiae 678 Citoplasma No NP_012434
DdGCL Dictyostelium discoideum 626 Citoplasma No XP_638453
NcGCL Neurospora crassa 728 Citoplasma No XP_961523
SpGCL Schizosaccharomyces pombe 669 Citoplasma No NP_593031
CaGCL Candida albicans 690 Citoplasma No AF176677_1
TbGCL Trypanosoma brucei 679 Citoplasma No XP_823442
PtGCL Paramecium tetraurelia 678 Citoplasma No XP_001439585
TtGCL Tetrahymena thermophila 405 Citoplasma No XP_001019047
MtGCL Mycobacterium tuberculosis 432 Citoplasma No CAA18026
Tabla 21. Caracterísricas de genes GCLs de diversos organismos.
* En Caenorhabditis no se ha descrito hasta el momento subunidad reguladora, pero sí en otro nematodo, 
Brugia malayi, en el que se ha localizado en su genoma una posible secuencia codificante para este mo-









3.1 Sobre el origen de la TtGCL.
Según Copley and Dhillon (2002), y de acuerdo con la distribución de los genes GCLs en 
el árbol filogenético basado en el ARNr, dos posibles escenarios se podrían haber producido a 
lo largo de la evolución: 
1) el gen GCL se podría haber originado temprano tanto en la línea procariota como 
eucariota y experimentar transferencia lateral de uno a otro dominio, y 
2) el gen GCL podría estar presente en el ancestro común universal y haberse perdido 
tempranamente en arqueas, en el origen de la rama eucariota y en muchas bacterias. 
Esta segunda posibilidad requiere que el gen GCL (el cual parece ser importante sólo en 
organismos aerobios), debe haberse originado en el último ancestro común antes de la apari-
ción del oxígeno, lo que ocurrió sólo después de la evolución de las cianobacterias hace ~2.600 
millones de años (Copley and Dhillon, 2002). La posibilidad de que el gen GCL surja temprana-
mente en la línea bacteriana y luego se transfiera a la línea eucariota y a alguna arquea (Halobac-
terium), parece más plausible. Según los mismos autores (Copley and Dhillon, 2002), la primera 
GCL pudo haber surgido en cianobacterias junto con la capacidad de fotosíntesis oxigénica, 
pudiendo haber sido una de las primeras protecciones contra especies reactivas de oxígeno 
(ROS). Posteriormente, en las proteobacterias que desarrollaron un metabolismo aerobio y la 
consecuente producción de ROS podría haber dado una ventaja selectiva en aquellos microor-
ganismos con GCL obtenida por transferencia lateral a partir de las cianobacterias. Igualmente, 
podría haber sido una ventaja selectiva para eucariotas aerobios adquirir y retener la GCL bac-
teriana. La transferencia del gen GCL desde una a-proteobacteria progenitora de mitocondrias, 
TtGCL     INVDNEKETLHFENIQSTNWNSVRLKPP
PtGCL     DKIHIDDNTAHFEAIQSSNWNSVRFKPP     Ciliados
ImGCL     IEQDNSKSTSHFESIQSTNWNSVRIKPP
CaGCL     INQDNNLENDHFENIQSTNWQTLRFKPP
HsGCLC    IHLDDANESDHFENIQSTNWQTMRFKPP
PbGCL     YKEKVLSSHQHFENFQSTNWNSVRFKPP
ScGCL     LNQDNKTSSNHFENIQSTNWQTLRFKPP
SpGCL     ILQDNSVSNAHFENLNSTNWQSMRFKPP
TcGCL     IDIDDTTHTEHFENIQSTNWQSVRLKPP
CeGCL     IEQDDEKSSEHFETIQSSNWMNMRFKPP
 
Figura 87. Alineamiento del tercer bloque de similitud (28 aa) dentro del grupo de las GCL eucariotas 
(excluyendo a los vegetales) (Copley and Dhillon, 2002). TtGCL (Tetrahymena thermophila), PtGCL (Para-
mecium tetraurelia), ImGCL (Ichthyophthirius multifillis), CaGCL (Candida albicans), HsGCLC (Homo sapiens), 
PbGCL (Plasmodium berghei), ScGCL (Saccharomyces cerevisiae), SpGCL (Schizosaccharomyces pombe), TcGCL 
(Trypanosoma cruzi), CeGCL (Caenorhabditis elegans). Aminoácidos idénticos mayoritarios se muestran som-







es un posible mecanismo para la dispersión de GCL entre los eucariotas. Sin embargo, no se ha 
mostrado una asociación significativa entre las secuencias GCL de a-proteobacterias y eucario-
tas. Doolittle (1998), propuso otro posible mecanismo de transferencia lateral entre dominios, 
basado en que protistas que usan bacterias como alimento pueden incorporar genes bacteria-
nos en sus genomas eucariotas. La transferencia lateral de genes a eucariotas no fotosintéticos 
desde a-proteobacterias (progenitoras de mitocondrias) y/o a eucariotas fotosintéticos (algas, 
plantas) desde cianobacterias (progenitoras de cloroplastos) está bien documentada y admi-
tida. Los resultados obtenidos por Copley and Dhillon (2002) muestran una clara evidencia de 
transferencia de genes GCLs entre a-proteobacteria y plantas (y posiblemente algas). 
Según el árbol filogenético inferido de las secuencias aminoacídicas de GCLs de orga-
nismos representantes de los tres grupos (Copley and Dhillon, 2002) y que se muestra en la 
Figura 88, quedan definidos estos tres grupos; el grupo-1 (principalmente γ-proteobacterias), el 
grupo-2 (eucariotas, excepto plantas) y el grupo-3(principalmente a-proteobacterias, plantas y 
posiblemente algas). Como un grupo separado están las GCLs de cianobacterias (Figura 88). La 
GCL del género Halobacterium sp. inicialmente introducido en el grupo-3 (Copley and Dhillon, 
2002) aparece más cercana y en la raíz de las GCLs del grupo-1 (γ-proteobacterias). Además, las 
GCLs del grupo-2 (eucariotas) están bien delimitadas en dos subgrupos que comprende las 
GCLs de protistas y las del resto de los eucariotas (excepto plantas y algas). Las GCLs de protis-
tas (incluyendo la TtGCL) parece tener como ancestro la GCL de Trypanosoma (kinetoplástido), 
que a su vez pudo estar relacionada con las GCLs de cianobacterias. Las tres GCLs de ciliados 
(TtGCL, PtGCL y ImGCL) están conectadas con PbGCL (Plasmodium berghei) (Apicomplexa), lo 
que coincide con la filogenia basada en otras proteínas (actina, ay b-tubulinas) (Baldauf, 2003). 
De hecho, podríamos especular sobre la historia evolutiva de las GCLs aplicando el siguien-
te modelo. Una GCL primigenia monomérica y de pequeño tamaño pudo haber surgido en 
las cianobacterias (los primeros organismos fotosintéticos aerobios). Aplicando la teoría de la 
endosimbiosis seriada (o Simbiogénesis) (Sogin, 1991), está ampliamente admitido que las cia-
nobacterias pudieron dar lugar a los cloroplastos en un proceso de endosimbiosis secundaria 
con un primer eucariota aerobio termoacidófilo o metacariota, originando las algas Rhodofi-
tas. Estas en una endosimbiosis terciaria con un flagelado heterotrofo (Euglénidos) originarían 
dinoflagelados autótrofos (Cryptomonádidos), los cuales podrían haber originado, mediante 
otra endosimbiosis terciaria con un antecesor flagelado heterótrofo, a los ciliados. Por lo tan-
to, la GCL de Tetrahymena pudo haber tenido como ancestro a la GCL de cianobacteria, que 
pasó desde el genoma del cloroplasto del dinoflagelado autótrofo  al  macronucleo del ciliado. 









de los Alveolata (alveolados) (Cavalier-Smith, 1991) que igualmente incluyen a los Aplicom-
plexa (en donde se encuentra Plasmodium) y los Dinoflagelados. El grupo Alveolata tiene un 
ancestro común con los Excavata (según filogenia eucariota basada en proteínas tales como; 
actina, a y b tubulinas) (Baldauf, 2003), que incluye a los Euglenozoa (en donde se encuentra 
Trypanosoma), estas relaciones están igualmente bien reflejadas en el árbol de la Figura 88. En 
un dinoflagelado no-fotosintético (Crypthecodinium cohnii) (Sánchez-Puerta et al., 2007) se han 
identificado genes de origen plastídico, y el análisis filogenético de algunos de ellos sugiere 
que estos genes puedan haberse originado de un endosimbionte fotosintético (cianobacte-
ria o alga), teniendo en cuenta el origen temprano de los dinoflagelados fotosintéticos de los 
que se derivaron los dinoflagelados heterótrofos. Durante la integración del endosimbionte 
Figura 88. Árbol filogenético de secuencias aminoacídicas GCL de organismos seleccionados de los 
tres grupos (Copley & Dhillon., 2002), previamente alineadas por el método T-Coffee. AgtGCL: Agrobacte-
rium tumefaciens, AtGCL: Arabidopsis thaliana, CaGCL: Candida albicans, CeGCL: Caenorhabditis elegans, EcGCL: 
Escherichia coli, HaloGCL: Halobacterium sp.,HsGCLC: Homo sapiens, ImGCL: Ichthyophthirius multifillis, MtGCL: 
Mycobacterium tuberculosis, NpGCL: Nostoc punctiforme, PaGCL: Pseudomonas aeruginosa, PbGCL: Plasmo-
dium berghei, PtGCL: Paramecium tetraurelia, ScGCL: Saccharomyces cerevisiae, SpGCL: Schizosaccharomyces 
pombe, SyneGCL: Synechococcus sp., TcGCL: Trypanosoma cruzi, TtGCL: Tetrahymena thermophila, VcGCL: Vibrio 










































en la célula hospedadora hubo transferencia de genes desde el genoma del endosimbionte 
(plástido) al núcleo del hospedador (eucariota heterótrofo). En el núcleo de muchos eucariotas 
fotosintéticos se han encontrado numerosos genes plastídicos. De esta lista de genes de origen 
plastídico (Sánchez-Puerta et al., 2007), podemos destacar dos relacionados con el metabolis-
mo del glutatión (la glutatión reductasa y la glutatión peroxidasa), a la cual también podríamos 
incorporar la GCL (enzima fundamental de la biosíntesis del GSH), filogenéticamente previa a 
las dos anteriormente citadas. La hipótesis cromoalveolata (Cavalier-Smith, 1999) (el super-gru-
po de los Cromoalveolados constituyen una de las principales líneas eucariotas, que incluyen a 
los Alveolados) implica una adquisición única de plástidos para todos los cromoalveolados, lo 
que podría indicar que las líneas no fotosintéticas alguna vez tuvieron  plástidos y, por lo tanto, 
se espera que genes derivados de plástidos existan en sus genomas nucleares. 
3.2 Expresión del gen TtGCL.
Los resultados del análisis de expresión (RT-PCR cuantitativo) muestran que este gen 
(TtGCL) del ciliado T. thermophila se expresa de forma significativa, y principalmente frente a 
agentes que inducen estrés oxidativo. Esto coincide con lo previamente conocido sobre la GCL 
en otros organismos; el estrés oxidativo causado por diversos agentes se encuentra asociado a 
un incremento de los niveles intracelulares de GSH, un incremento en la actividad enzimática 
de la GCL y un incremento de los niveles del correspondiente ARNm o los niveles de transcrip-
ción (Shelly and Lu, 2009).
Agentes químicos oxidantes y electrófilos (PQ, MD y CDNB) inducen significativamente 
la expresión de este gen (Figura 49). Uno de los compuestos que más inducen la expresión del 
gen TtGCL (un promedio de 123 veces los niveles basales) es la MD, compuesto que induce la 
formación de ROS (tales como superóxido, peróxido y radicales hidroxilo) (Chung et al., 1999). 
La MD como inductor de la expresión de genes GCL ha sido previamente descrito (Rahman et 
al., 1996; Kim et al., 2004; Maher, 2005; Franklin et al., 2009). El xenobiótico CDNB induce unas 
13 veces la expresión basal del gen TtGCL, e igualmente es un compuesto que induce estrés 
oxidativo. Por último, el herbicida PQ (ampliamente utilizado en ambientes acuáticos y terres-
tres, aunque es tóxico para los animales y el hombre) tiene la capacidad de generar aniones 




 y radicales hidroxilo, y también induce la 
expresión del gen TtGCL (unas 6 veces, después de un tratamiento de 24 h). En levaduras (Valko 
et al., 2006), también se ha descrito un efecto similar del PQ sobre el gen GCL de este microorga-
nismo. Otro herbicida similar, denominado Diquat  (DQ), también se ha descrito como inductor 













(Franklin et al., 2009; Maher, 2005). Tanto la actividad de la enzima GCL como la expresión del 
gen se incrementan por la exposición a 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), el cual es un aldehído a, 
b-insaturado que se origina por la reacción de ROS de los ácidos grasos poli-insaturados, por lo 
que constituye uno de los principales productos finales de la peroxidación lipídica, afectando a 
las propiedades de las membranas y la función de complejos asociados a membrana (Iles and 
Liu, 2005). Igualmente, el HNE afecta a la expresión de genes, con la particular habilidad de in-
ducir la expresión de muchos genes de la fase-II (toxicológica), incluyendo el gen GCL (Iles and 
Liu, 2005). En general, los oxidantes consumen GSH, disminuyendo sus niveles intracelulares, 
por lo que para mantener los niveles basales de GSH se induce la biosíntesis de novo de GSH, y 
para ello se incrementan los niveles de inducción del gen GCL. 
El pH 5 incrementa de manera similar a la MD (unas 120 veces) la expresión del gen 
TtGCL (Figura 49). La función del GSH en un estrés ácido es poco conocida, sin embargo se ha 
mostrado que en bacterias el GSH protege a la célula contra un estrés ácido (Riccillo et al., 2000; 
Zhang et al., 2007). El pH óptimo de la GCL es ligeramente básico; 8,2 en Drosophila (Toroser et 
al., 2006). Cuando el valor de pH disminuye la eficiencia de la enzima disminuye igualmente, de 
tal forma que la misma cantidad de enzima genera menos cantidad de GSH, lo que provocaría 
una inducción en la expresión del gen GCL para así mantener los niveles intracelulares de GSH. 
Esta es la primera vez que se muestra en un microorganismo eucariota la inducción de la expre-
sión del gen GCL por un pH ácido. Por el contrario, el pH básico no produce efecto significativo 
alguno sobre los niveles de expresión del gen TtGCL, al igual que la inanición (Figura 49).
Con respecto al estrés inducido por metales y su efecto sobre la expresión del gen TtGCL, 
podemos resumirlo en los siguientes puntos; 
1) en general, la inducción transcripcional del gen TtGCL es superior en exposiciones me-
tálicas cortas (2 h) frente a tratamientos prolongados (24 h) para el mismo metal, lo cual tiene 
sentido en tanto que la célula responde rápidamente (primera barrera de defensa) a la toxici-
dad originada por la presencia del metal, decayendo la respuesta a lo largo del tiempo debido 
a que la toxicidad del metal ha sido minimizada por las metalotioneinas (Díaz et al., 2007) o el 
propio GSH. 
2) como se podría esperar, es el arsénico (ión arseniato, As5+) entre los metales ensayados, 
el que origina los mayores niveles de expresión del gen TtGCL (89 veces el nivel basal) (Figura 
49). El resto de los metales (excepto el Cu2+), tras 2 h de exposición, presentan valores de induc-







Se ha comprobado que metales y compuestos electrófilos inducen la expresión del gen 
GCL en otros organismos como anélidos (Sandrini et al., 2006) y en plantas (Maher, 2005; Rueg-
segger et al., 1990; Schäfer et al., 1998), al igual que en microorganismos como cianobacterias y 
levaduras (Mendoza-Cózatl et al., 2005).
Muchos estudios han confirmado la generación de radicales libres por arsénico, siendo 





, peroxil dimetil-arsénico y radicales dimetil-arsénico (Valko et al., 2006). En 
animales no se ha demostrado la posibilidad de que las metalotioneinas (MTs) puedan quelar 
arsénico, aunque existen algunas evidencias que indican que ciertas metalotioneinas de mamí-
feros pueden quelar, al menos in vitro iones (As3+) de este metaloide (Ngu et al., 2010a; 2010b). 
En T. thermophila (Díaz et al., 2007), la expresión del gen MTT5 (codificante de una Cd-metalotio-
neina) es inducida por arsénico, e igualmente, la expresión del gen MTT1 (otra CdMT) de T. ros-
trata también es inducida por arsénico (Amaro et al., 2008; Gutiérrez et al., 2011). Por otro lado, 
la disminución de los niveles de GSH por BSO hace que las células sean más sensibles a arsenito 
y arseniato (Kumagai and Sumi, 2007). En animales, se ha descrito una nueva ruta de detoxifica-
ción de arsénico inorgánico que involucra la conjugación con GSH de As3+ para formar tri-glu-
tatión arsenito y subsiguiente metilación originando monometil-arsénico y glutatión dimetil-
arsénico (Shimizu et al., 1998). La enzima que cataliza la metilación requiere agentes reductores 
como el GSH y la cisteína, lo que explica la necesidad de incrementar la biosíntesis de GSH. 
En plantas (Li et al., 2005), en las que tanto las metalotioneinas como las fitoquelatinas 
están involucradas en la resistencia frente al arsénico, tres principales funciones se ha atribuido 
al GSH en relación con el estrés por arsénico; 
1) Participa en la reducción del arsenato a arsenito , 
2) Constituye el sustrato de la biosíntesis de fitoquelatinas y 
3) Es una molécula queladora de arsenito (Li et al., 2005). 
Los resultados del análisis de la expresión del gen TtGCL nos indican que el GSH es un 
elemento importante en la defensa contra el estrés oxidativo y la presencia de arseniato en 
el medio. Aunque realizados en condiciones diferentes, si comparamos estos resultados con 
aquellos obtenidos relativos a la cantidad de GSH en presencia de metales (principalmente 
arseniato, tratamiento de 2 h) (Figura 42A), vemos que los niveles de GSH se mantienen simi-
lares a los controles (entre 3-4 nmoles/106 células) a pesar del incremento en la concentración 
del metal, lo cual se podría interpretar como la presencia de una mayor cantidad de enzima 
GCL (que correspondería a una mayor expresión del gen) para mantener equilibrados dichos 









incrementados de enzima (inducción de la expresión), se afecta negativa y significativamente 
los niveles de GSH intracelular. En tratamientos prolongados (24 h), los niveles de GSH ya se han 
equilibrado e igualado con los controles. 
Miao y colaboradores (Miao et al., 2009) han desarrollado una micromatriz (microarray) 
del genoma-macronuclear de T. thermophila, y han analizado la expresión de diversos genes 
(incluyendo el gen TtGCL) en diferentes condiciones (durante el ciclo crecimiento-división, el 
proceso de conjugación y durante inanición).  Los resultados obtenidos para el gen TtGCL se 
muestran en la Figura 89. El gráfico de la Figura 89A muestra que a medida que avanza el cre-
cimiento de la población se incrementan los niveles de expresión del gen TtGCL, indicando la 
necesidad de mayores requerimientos de GSH, principalmente en fase exponencial. Esto estaría 
de acuerdo con nuestros resultados sobre los niveles de GSH durante la curva de crecimiento 
(Figura 39), en donde se aprecia un incremento significativo de los niveles de GSH en la segun-
da mitad de la fase exponencial y su conexión con la fase estacionaria, en donde los niveles 
van disminuyendo. Durante la inanición (Figura 89B),aunque existe un aparente incremento 
de la expresión del gen TtGCL a las 2 h, si observamos el eje de las unidades arbitrarias (UA) los 
valores máximos alcanzados, que se mantienen durante 24 h, no sobrepasan a aquellos existen-
tes para este gen durante el crecimiento (Figura 89A).Por el contrario, durante la conjugación 
(que se induce y desarrolla en inanición) (Figura 89C), los niveles de expresión de la TtGCL de-
caen hasta valores (unidades arbitrarias) similares a aquellos presentados durante la inanición 
(6.000-8.000 ua), con un incremento discreto localizado a las 4 h de iniciada la conjugación 
(aproximadamente en la fase de intercambio de pronúcleos). 
Figura 89. Niveles de expresión (unidades arbi-
trarias) del gen TtGCL durante el ciclo crecimien-
to-división (A), durante inanición (B) y durante el 
proceso de conjugación (C). Datos obtenidos a 
partir de los resultados de Miao et al., (2009), he-
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4. LA FAMILIA DE GSTs DE T. thermophila.
Las GSTs (glutatión transferasas; EC 2.5.1.18) constituyen una superfamilia de proteínas 
multifuncionales. Se reconocen cuatro principales subfamilias o grupos, cada una de las cuales 
está constituida por familias multigénicas; las GSTs citosólicas o solubles (“canónicas”) se han 
descrito en muchos organismos aerobios (e inicialmente fueron descubiertas en mamíferos) 
(Hayes et al., 2005), las GSTs microsomales, denominadas MAPEG (Membrane-Associated Pro-
teins in Eicosanoid and Glutathione metabolism) y que están asociadas a membrana, las GSTs 
codificadas por plásmidos bacterianos y resistentes a fosfomicina (Frova, 2006) y las GSTs de la 
clase Kappa (localizadas en mitocondrias y peroxisomas) (Zimniak and Singh, 2007). Las GSTs 
citosólicas se han clasificado en diferentes clases, en base a ciertos criterios, tales como; iden-
tidad/homología de las secuencias aminoacídicas/nucleotídicas, la estructura del gen (presen-
cia/ausencia de intrones), estructura 3D y propiedades de inmunoreactividad. Algunas de estas 
clases son ubicuas (aún entre los diferentes reinos), mientras otras son específicas de grupo-
taxonómico o especie. Actualmente, en mamíferos se reconocen 7 clases de GSTs citosólicas; las 
específicas de mamíferos (Alpha, Mu y Pi) y las comunes con otros grupos; Sigma, Theta, Zeta 
y Omega (Frova, 2006). Otras clases de GSTs específicas de grupo son; la clase Beta específica 
de algunos grupos procariotas (proteobacterias, cianobacterias), la Delta y Epsilon específica 
de insectos, y las Phi y Tau específicas de plantas (Frova, 2006; Sheehan et al., 2001) (Tabla 22). 
En Tetrahymena thermophila,  tras explorar su genoma macronuclear completamente secuen-
ciado (www.ciliate.org), hemos localizado 63 genes que codifican presumiblemente para GSTs 
citosólicas que por su similitud con la secuencia aminoacídica de otros organismos se pueden 
agrupar en 4 clases: 47 de clase Mu, 7 de clase Omega, 5 de clase Theta, 2 de clase Zeta y 2 no 
asignadas a ninguna de las clases previamente conocidas (por falta de identidad con ellas). En 
la Tabla 22 se muestra un análisis comparativo del número de isoformas de GSTs repartidas en 
las diferentes clases, presentes en organismos de muy diferente localización taxonómica. En la 
columna correspondiente a presumibles GSTs de ciliados, se muestran las detectadas en los 
genomas-macronucleares secuenciados de T. thermophila y Paramecium tetraurelia. En ambos 
casos (Tabla 22), el número mayoritario de GSTs corresponde a la clase Mu (con 47 y 8 isoformas, 
respectivamente), las cuales son específicas de mamíferos. Igualmente, los gusanos, como Cae-
norhabditis elegans, presentan GSTs relacionadas con las clases Sigma, Mu y Pi, las dos últimas 
(específicas de vertebrados). La detección de GSTs específicas de mamíferos (Alpha, Mu o Pi) en 
organismos muy diferentes (gusanos o ciliados) es algo raro o inusual, y por lo tanto destacable. 


































































































































































































































































































































































































citosólicas comunes entre mamíferos y otros organismos (plantas, insectos) (Tabla 22). Además, 
P. tetraurelia muestra 2 isoformas de GSTs relacionadas con  las clases Phi y Epsilon, específicas 
de plantas e insectos, respectivamente. Llama la atención el elevado número de isoformas de 
GSTs presentes en los ciliados, al igual que en plantas (Tabla 22).  
El conocimiento sobre GSTs de protozoos es, actualmente, muy escaso. En el protozoo 
parásito productor de la malaria Plasmodium falciparum se aisló y caracterizó una GSTs (PfGST) 
que no se clasifica dentro de ninguna clase conocida, por la que se considera específica de es-
pecie (Fritz-Wolf et al., 2003; Hiller et al., 2006). Igualmente, en el protozoo ciliado Blepharisma 
japonicum se han caracterizado dos isoformas de GSTs (86% de identidad), inducibles por luz, 
(Takada et al., 2004; Takada and Matsuoka, 2008), no clasificables en ninguna clase conocida, 
aunque relacionadas con las clases Mu, Alpha, Pi (específicas de vertebrados) y Sigma.  Tanto 
T. thermophila como P. tetraurelia tienen además dos isoformas no clasificables (Tabla 22), que 
podrían ser consideradas como específicas de especie. 
4.1 Análisis comparativo de las características estructurales.
Los genes GSTs clase Mu de T. thermophila (47 isoformas, genes TtGSTM1-TtGSTM47) (Ta-
bla 13) presentan una homología entre ellos que oscila entre muy alta (≥ 90 %) o alta (≥ 80 %) y 
sólo 4 genes (TtGSTM1, TtGSTM8, TtGSTM17 y TtGSTM45) tienen homologías con el resto inferio-
res a un 65 %. Esta es la razón de que sea difícil diseñar cebadores específicos que diferencien 
unos genes de otros, para el estudio de su expresión por RT-PCR cuantitativo. Un caso extremo 
lo muestran los genes TtGSTM28 y TtGSTM29 con un 100% de homología entre ellos (Figura 
54). El gran número de isogenes GSTM y su elevada homología nucleotídica da pie a pensar en 
un posible origen basado en extensivas duplicaciones, como probablemente ha ocurrido con 
otras familias génicas en el genoma macronuclear de T. thermophila (Eisen et al., 2006; Gutiérrez 
et al., 2009). Entre los genes GSTs incluidos en la clase Omega (7 genes) presentan homologías 
< 65 %, excepto para los genes TtGSTO3 y TtGSTO4 que tienen una homología del 96 %. Las 
cinco secuencias incluidas en la clase Theta tienen una homología ≥ 70 % a excepción del gen 
TtGSTT5. 
Con respecto a la identidad de las secuencias aminoacídicas inferidas, los porcentajes de 
identidad en todos los casos son superiores a los porcentajes de homología, debido a que cam-
bios en la secuencia nucleotídica no siempre implican cambios en la secuencia aminoacídica. 
Un análisis comparativo entre las identidades de las secuencias aminoacídicas de las GSTs de 









1) Dentro de las 4 clases comunes para ambos ciliados (Mu, Omega, Theta y Zeta) (Tabla 
22) los niveles de identidad de las secuencias GST están comprendidos en rangos (%) que, en 
general, tienen valores mayores en Tetrahymena que en Paramecium, por ejemplo; los rangos 
de % de identidad para las de clase Omega son de 97-88 % en Tetrahymena y 93-60 % en Pa-
ramecium, las de clase Theta tienen unos valores de identidad comprendidos entre 95-79 % en 
Tetrahymena y 92-62 % en Paramecium, y las de clase Mu tienen unos rangos de 100-31 % para 
Tetrahymena y 95-52 % para Paramecium, y 
2) La comparación entre las GSTs de ambos ciliados correspondientes a la misma clase, 
muestra los siguientes rangos de % de identidad; clase Mu (32-1 %), Theta (60-43 %), Zeta (50-
35 %), Omega (43-30 %), por lo que las clases Theta y Zeta son las más similares entre ambos 
ciliados.
A diferencia de otras GSTs (como las humanas) la mayoría de los genes GST de T. ther-
mophila no presentan intrones. Dentro de la clase Mu, un 79 % de ellos no presentan intrones, 
un 80 % de la clase Theta y el 100 % de los clasificados como “N” (específicos de especie), sin 
embargo los clasificados en otras clases, como Omega o Zeta, la mayoría (100 % en la clase Zeta 
y 86 % los de la clase Omega) presenta intrones, como ocurre en los 18 genes de GST humanos 
que todos ellos tienen intrones (4-8 intrones) (Jowsey and Hayes, 2006). El número mayorita-
rio de intrones en los genes GSTs de T. thermophila es de 1 ó 2. Sin embargo en los genes más 
grandes (> 1.000 pb) suele aparecer un mayor número de intrones (3 en TtGSTM3 con 2.482 pb, 
4 en TtGSTM45  con 2.881 pb ó 7 en TtGSTM1 con 6.050 pb) (Tabla 13). A diferencia de lo que 
ocurre en T. thermophila, el número de intrones dentro de los genes de la misma clase de GST se 
suele mantener constante, al menos en los genes GSTs de humanos (Jowsey and Hayes, 2006). 
En Paramecium tetraurelia, y al contrario de lo que ocurre en T. thermophila, todos los 31 genes 
codificantes de presumibles GSTs de las 7 clases que presenta este ciliado (Tabla 22) tienen 
intrones, por lo que se asemeja más a lo que ocurre en humanos. El número de intrones de los 
genes GSTs de P. tetraurelia varía de 1 a 6 (con un promedio de 2 por gen). En B. japonicum  las 
dos GSTs identificadas carecen de intrones (Takada and Matsuoka, 2008), y en P. falciparum la 
mayor parte del gen es no codificante (Liebau et al., 2002).  
En animales vertebrados e insectos, se ha comprobado que se produce un procesamien-
to postranscripcional diferencial (“splicing alternativo”), de tal forma que un único gen pueda 
dar lugar a varias proteínas en función de la combinación de exones que se produzca (Ranson 
et al., 1998; Wongsantichon and Ketterman, 2005) . El dominio I (tipo tiorredoxina) de las GSTs, 
donde se localizan los principales residuos implicados en la unión con el GSH, está más con-







radican los aminoácidos que reconocen los sustratos, es más variable, de tal forma que la varia-
bilidad generada en este segundo dominio provoca que las diversas GSTs puedan reconocer 
múltiples sustratos. Así, la combinación diferencial de exones producirá proteínas que reconoz-
can distintos sustratos a partir de un mismo gen. La ausencia de intrones en una gran mayoría 
de los genes de T. thermophila impide que se produzca el proceso de “splicing alternativo” por lo 
que podría ser una explicación del elevado número de isogenes presentes en este organismo, 
con suficiente variabilidad entre las GSTs, para responder a los diferentes sustratos. 
En cuanto a la localización y organización cromosomal de los diferentes genes de GST 
en T. thermophila, podemos indicar que estos se localizan agrupados en el mismo cromosoma 
o brazo cromosómico o en distintos cromosomas. T. thermophila tiene 4 pares de cromosomas 
metacéntricos (numerados del 1 al 4) y uno telocéntrico (identificado con el número 5), y en 
todos ellos hay algún gen GST (Figura 50). La mayoría (17 genes) están localizados en el cromo-
soma 4 (principalmente en el brazo izquierdo o 4L), el segundo lugar lo ocupa el cromosoma 5 
con 8 genes (todos de la clase Mu), junto con el cromosoma 1 (con otros 8 genes de las clases Mu 
y Theta). Y los cromosomas más pobres en genes GSTs son el 2 y 3, con 3 y 2 genes GSTs, respec-
tivamente. En humanos, los 18 genes GSTs están repartidos en 8 cromosomas; 5 (todos de clase 
Alpha) en el cromosoma 6, otros 5 (todos de la clase Mu) en el cromosoma 1 (son los que tienen 
más genes GSTs), luego el cromosoma 10 y el 22 poseen 2 genes GSTs cada uno (clases Omega 
y Theta, respectivamente) y el resto está repartido (1 por cromosoma) en los cromosomas 4, 7, 
11 y 14 (Morel et al., 2002, Jowsey and Hayes, 2006). Entre los seres vivos estudiados, existe cierta 
tendencia a agrupar genes GSTs de la misma clase en un mismo agrupamiento (“clusters”) en un 
cromosoma o región cromosómica. Lo cual nos ratifica el origen de estos genes por duplicación 
y posterior diversificación a lo largo de la historia evolutiva de esta familia génica. 
En el ciliado B. japonicum (Takada and Matsuoka, 2008), ambos genes GSTs están loca-
lizados “en tándem” en la misma región cromosómica.  En insectos, muchos genes GSTs están 
también agrupados en “clusters” (Toung et al., 1993), por ejemplo; genes GSTs de la clase Delta y 
Epsilon de Drosophila melanogaster están agrupados en el mismo cromosoma.  En el gusano de 
seda (Bombyx mori) 21 de los 23 genes GSTs están distribuidos en 12 cromosomas; genes GSTD 
(clase Delta) están agrupados en el cromosoma 6, la mayoría de los genes GSTO (clase Omega) 
se localizan en el cromosoma 11 y tres de clase Epsilon están “en tándem” en el cromosoma 7 
(Yu et al., 2008 ). Otro caso igualmente representativo de esta agrupación en “cluster” se da en 
plantas. Por ejemplo, de los 46 genes GSTs de Arabidopsis thaliana, 7 genes de clase Tau apare-
cen agrupados en “tándem” en una región cromosómica de 14 Kb (Lin et al., 1999). Incluso en 
bacterias, los genes GSTs se agrupan en operones involucrados en ciertos procesos degradati-









Si definimos una agrupación o “cluster” como a aquellos genes de función similar separa-
dos entre ellos por una distancia ≤ 2Kb. Según esta definición, de los 47 genes GSTs de clase Mu 
de T. thermophila, 26 de ellos, al menos, estarían agrupados (Figura 50). De la clase Theta, 2 están 
agrupados e, igualmente, 3 de la clase Omega (Figura 50). Además, existe un elevado grado de 
homología entre genes próximos, llegando a alcanzar incluso porcentajes de homología del 
100 %. Por ejemplo, esto sucede en la pareja de genes TtGSTM28 y TtGSTM29 separados por tan 
sólo 1.370 pb. Pero, sucede lo mismo en la pareja TtGSTM6 y TtGSTM7 que están distanciados 
por más de 10 Kb (Figura 50). Por lo tanto, independientemente de su cercanía o lejanía en el 
cromosoma, los genes GSTs pueden presentar una elevada homología, posible fruto de dupli-
caciones génicas. 
La clasificación de las secuencias aminoacídicas inferidas de los genes GSTs presentes en 
T. thermophila, en las diferentes clases (descritas previamente), parece ser la correcta, tanto por 
la agrupaciones homogéneas de las mismas (por tipo de clase) que aparecen en el árbol filoge-
nético de la Figura 55, como la distribución de algunas GSTs, seleccionadas de cada clase, con 
“GSTs-modelo” de otros organismos (Figura 56). Ambas aproximaciones confirman la correcta 
clasificación de estas GSTs de T. thermophila. Igualmente, un análisis 3D llevado a cabo en algu-
nas secuencias GST (2 de cada clase) de T. thermophila confirma su correcta inclusión en cada 
tipo de clase (Figuras 57 y 58).
Actualmente, se conocen aproximadamente una docena de estructuras 3D de GSTs ci-
tosólicas (inferidas de su análisis cristalográfico), pertenecientes a plantas, animales o bacterias, 
y todas las estructuras analizadas presentaban una elevada conservación estructural 3D y una 
organización dimérica. Las GSTs de T. thermophila (y probablemente también las de P. tetrau-
relia) son, de momento, las únicas GSTs de protozoos estudiadas que se identifican con las de 
mamíferos, tanto a nivel de homología de secuencias como de estructura 3D, a diferencia de lo 
encontrado en otros protozoos como B. japonicum (Takada and Matsuoka, 2008) o P. falciparum 
(Perbandt et al., 2004).  
Del análisis 3D llevado a cabo en cuatro GSTs (una representante de cada clase) de T. 
thermophila, podemos destacar los siguientes puntos: 
1) El dominio-I (N-terminal) de las cuatro GSTs analizadas (Figuras 57 y 58) muestran la 
configuración clásica de una GST (configuración del dominio tioredoxina), es decir; 4 láminas-b 














, el cual se encuentra muy conser-
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Figura 90. Esquema de las estructuras secundarias (generadas por el programa online PSIPRED) de las 
GSTs de T. thermophila seleccionadas para un análisis 3D como representantes de cada clase (Figuras 57 y 
58). E: lámina b (en verde), H: hélice a (en gris), C: repliegue. Sombreado en fucsia se indica el residuo de tiro-
sina (Y), en amarillo la serina (S), en azul la región que comprende el “lazo Mu”,  en rojo los residuos de prolina 













2) El dominio-II (C-terminal) está constituido fundamentalmente por a-hélices (5-7), in-
terrumpidas por una corta lámina-b (3-4aa). Este segundo dominio está menos conservado 
entre las GSTs (Frova, 2006; Sheehan et al., 2001) (Figura 90).
3) Con respecto a la TtGSTM47 (elegida como modelo entre las 47 posibles GSTs-Mu de T. 
thermophila) (Figuras 57A y 90A), tiene 5 a-hélices en el dominio-II al igual que todas las GSTs de 
las clases Mu y Pi (Sheehan et al., 2001). También, presenta un residuo de tirosina (Y) (localizado 
en la primera lámina b (b
1
) del dominio-I o N-terminal) (Figura 90A), el cual es catalíticamente 
esencial para las enzimas de las clases Mu, Pi y Alpha (Sheehan et al., 2001). Además, presenta 




 (Figuras 57A y 90A), el cual es típico de las 




 del dominio-I, presenta un “lazo” rico en prolina 
(P) (Figura 90A), que igualmente está conservado en muchas GSTs citosólicas. Estos residuos no 
son necesarios para la catálisis de la enzima, pero mantienen una estructura catalíticamente 
competente (Frova, 2006). De todas estas similitudes con las GSTs de la clase Mu, se infiere la 
correcta clasificación de la TtGSTM47 dentro de esta clase. 
4) La TtGSTO1 (Figuras 57B y 90B), tiene 7 a-hélices en el dominio-II (característico de 
la clase Omega) (Sheehan et al., 2001). Tiene el residuo de tirosina (Y) en la lámina b
1
 (Figura 
90B), y un inusual residuo de prolina (P) en posición 19 en la región N-terminal (Figura 90B), lo 
que parece ser característico de esta clase (Sheehan et al., 2001). Entre la lámina b
1
 y la hélice a
1
 
tiene una región inusualmente rica  en cisteína (C) (Figura 90 B). En el lugar activo de la enzima 
GST-Omega, un residuo de cisteína (que interacciona con el grupo -SH del GSH) hace la función 
del residuo de tirosina (en las GSTs Mu, Alpha o Pi) o del residuo de serina (en la clase Theta) 
(Sheehan et al., 2001). En TtGSTO1, existen dos residuos de cisteína (Figura 90B), uno de ellos al 
lado del de tirosina (Y) localizado en la lámina b
1
. En este caso, ambos residuos Y o C, podrían 
potencialmente llevar a cabo la misma función (formando un puente disulfuro;  (-CH2-S-S-GS-) 
entre la cisteína y el GSH, o un enlace hidroxilo; (-O-H-GS) entre la tirosina y el GSH (Sheehan 
et al., 2001). Por lo tanto, los elementos derivados del estudio estructural apoyan igualmente la 
correcta clasificación de esta GST en la clase Omega. 
5) La TtGSTT1 (Figuras 58A y 90C) tiene 6 a-hélices en el dominio-II. La clase Theta de 
GSTs tiene en la región N-terminal catalítica (dominio-I) un residuo de serina (S) en lugar de uno 
de tirosina (Y) como otras GSTs (Sheehan et al., 2001). En la región de la lámina b
1
 del dominio-I 
de TtGSTT1 se localiza un residuo Y (residuo 11) y en las proximidades dos residuos S (residuos 
2 y 7). Análogamente, en la proteína HsGSTT1, exite un residuo Y (residuo 6) formando parte de 
la primera lámina b, y en las cercanías un resido S (residuo 11) que sería el encargado de parti-
cipar en la acción catalítica. Con respecto a esta información, se ratifica la localización de esta 







6) La TtGSTZ1 (Figuras 58B y 90D) tiene 6 a-hélices en el dominio-II. A pesar de que en 
la mayoría de las GSTs citosólicas analizadas de la clase Zeta han sustituido el residuo catalítico 
tirosina (Y) por serina (S), la TtGSTZ1 mantiene el residuo Y (residuo 11) dentro de la lámina b
1
, 
junto con otros residuos de serina (S) (residuos 4, 5, 12, 16 y 17) (Figura 90D) . La estructura ge-
neral de las GSTs de clase Zeta, no son muy diferentes de las de otras clases de GSTs. 
4.2 Consideraciones filogenéticas e implicaciones de la presencia de GSTs de clase Mu 
en ciliados.
Las enzimas involucradas en procesos de detoxificación, como las GSTs, han existido, 
tanto en procariotas como eucariotas, durante más de 2.500 millones de años (Nebert and 
Dieter, 2000). Las GSTs constituyen una superfamilia de proteínas muy antigua, las cuales se 
desarrollaron (según algunos autores) a partir de una proteína ancestral similar a tioredoxina 
como respuesta al estrés oxidativo (Sheehan et al., 2001). Se piensa que las diferentes clases 
de GSTs surgieron (al igual que otras familias de proteínas) por duplicación génica seguida de 
divergencia. La constatación de numerosas copias (isogenes), con elevado nivel de homología, 
presentes en los genomas de muchos organismos, tanto unicelulares como pluricelulares, avala 
la hipótesis de la duplicación como mecanismo general de aparición de nuevas isoformas. En 
el caso extremo de T. thermophila, es aún más evidente la presencia de este mecanismo para 
la generación de nuevos isogenes. Este microorganismo (con una biología de tipo animal) pre-
senta uno de los números más elevados de isogenes de GSTs detectados hasta ahora, acercán-
dose al de algunas plantas (Tabla 22). Como se muestra en la Figura 55, el árbol filogenético de 
las diferentes GSTs de T. thermophila revela que dentro de cada clase han existido numerosas 
duplicaciones génicas, así por ejemplo; TtGSTM1, M2, M3, M4 y M5 parecen haber surgido por 
duplicación a partir de una de ellas, otro grupo con origen común es el que engloba a las GSTs 
M20, M21, M22, M23, M24, M25 y M26, todo el grupo Omega (O1 a O7) o todo el grupo Theta 
(T1 a T5), las cuales parecen haber surgido por sucesivas duplicaciones de una primera versión. 
Por lo tanto, y como ocurre para otros genes de este mismo ciliado, la gran mayoría de isogenes 
GSTs han surgido muy probablemente por duplicación génica. 
El actual modelo que diferentes autores han propuesto para explicar la historia evolutiva 
de las GSTs, se podría resumir de la siguiente manera; la clase Theta de GSTs se propuso como 
las progenitoras de la familia, de tal forma que las específicas de Plantas (Thau y Phi) y las de 
mamíferos (Alpha, Mu y Pi) podrían haber sido originadas por duplicación génica a partir de las 
de clase Theta, lo cual pudo ocurrir antes de la divergencia de hongos y animales. Una visión 









puede dividirse en dos fases. 1ª fase: Entre los especialistas existe un amplio consenso sobre 
la idea de que las tioredoxinas/glutaredoxinas son los elementos ancestrales de las cuales se 
originaron todas las GSTs solubles (citosólicas y mitocondriales), al igual que otras tioredoxinas. 
Teniendo en cuenta sus características estructurales, se ha propuesto (Robinson et al., 2004) 
que las GSTs citosólicas y las Kappa han evolucionado independientemente a partir de proteí-
nas del tipo tioredoxinas (TRX)/glutaredoxinas (GRX), por dos caminos separados. El camino se-
guido por las GSTs citosólicas (Figura 91) partiría  de un ancestro tipo glutaredoxina procariota 
(como la GRX2 de E. coli) monomérica, de la cual surgirían las GSTs de clase Lambda, los canales 
intracelulares de cloro (CICL) y las dehidroascorbato reductasas (DHAR). Luego, tras una etapa 
de dimerización se originaron las GSTs de clase Omega y Beta (Figura 91), las cuales mantenían 
la cisteína como el residuo del sitio activo y sin la capacidad  de conjugar GSH. Sin embargo, te-
niendo en cuenta que la clase Beta tiene tanto la actividad tiol-disulfuro oxidoreductasa como 
la GSH transferasa, su aparición debería ser posterior a las de la clase Omega. La siguiente eta-
pa evolutiva, según este modelo (Figura 91), sería pasar de la química de la cisteína a la de la 
serina. Las GSTs de las clases Theta y Zeta están presentes en todos los eucariotas (incluyendo 
hongos y los dos protozoos ciliados con genoma macronuclear secuenciado) (Tabla 22), por lo 
que podrían haber surgido tempranamente. Las clases Zeta y Theta son similares tanto en sus 
secuencias como propiedades bioquímicas, sin embargo algunos autores piensan que las de 
clase Zeta se separaron tempranamente en la línea eucariota (Frova, 2006). Las clases Phi, Tau 
(específicas de plantas) y Delta (específica de insectos) surgieron posteriormente (Figura 91), 
ya que son específicas de un grupo filogenético de organismos, junto con el elevado número 
de isogenes, su frecuente agrupación en reducidas regiones del genoma y la elevada similitud 
de las secuencias, son elementos que indican procesos de duplicación reciente.  El siguiente 
paso (según el actual modelo) (Figura 91) marca una separación evolutiva de las clases de GSTs 
de mamíferos (Alpha, Mu y Pi) y la clase Sigma, al cambiar el residuo de serina por tirosina en 
la región catalítica de unión con el glutatión (sitio-G). La presencia de GSTs del tipo Sigma en 
vertebrados e invertebrados, sugiere que esta clase divergió antes de las clases Alpha, Mu y Pi, 
características de mamíferos. 
La presencia de GSTs citosólicas de la clase Mu en protozoos ciliados, tales como T. ther-
mophila y P. tetraurelia, altera ciertos aspectos del modelo sobre la historia evolutiva de las GSTs 
citosólicas, principalmente las de la clase Mu de mamíferos. Las principales modificaciones den-
tro de este modelo (Figura 91) que deberían ser consideradas son las siguientes: 
1) Las GSTs de clase Mu, al existir también en protozoos ciliados (Tetrahymena y Para-







sante de la malaria, Plasmodium falciparum se describió una única y abundante GST (PfGST) 
(Perbandt et al., 2004; Fritz-Wolf et al., 2003), que originalmente se clasificó como de la clase Mu 
(Perbandt et al., 2004), pero que, posteriormente, tras un análisis estructural 3D de sus cristales 
(Hiller et al., 2006), se ha concluido que esta GST representa una nueva clase. Igualmente, las 
dos GSTs (BjGST1 y BjGST2) del ciliado Blepharisma japonicum (Takada and Matsuoka, 2008) no 
están relacionadas con ninguna de las clases de GSTs conocidas. Por lo tanto, son los protozoos 
ciliados oligohymenóforos (representados en Tetrahymena y Paramecium) los que, de momen-
to, parecen tener GSTs identificables e integrables en la clase Mu. Como los protozoos ciliados 
datan del Proterozoico (Paleo-/Meso-proterozoico) (hace ~ 109 años), son más antiguos que los 
hongos y, por supuesto, los vertebrados, por lo que la clase Mu de GSTs es más antigua de lo 
que se suponía.  
2) Según el modelo evolutivo actualmente aceptado (Figura 91), la principales fases de 
transición en la evolución del lugar activo de las GSTs citosólicas son; un cambio de Cys por 
Ser (Cys → Ser) (paso de la clase Omega a Theta, Zeta o Phi) y un segundo cambio de Ser por 
Tyr (Ser → Tyr) (paso de las clases Theta, Zeta o Phi a Alpha, Mu o Pi), o en resumen: Cys → Ser 
→ Tyr. En Tetrahymena (Figura 91), el sitio catalítico (sitio-G de unión al GSH) localizado en la 
lámina b
1
 presenta una Tyr (Y
8
) junto con una Ser (S
7
), mientras que las típicas Mu de mamíferos 
presenta la Tyr (Y
7
) sin Ser en sus cercanías. Curiosamente, tanto P. falciparum como B. japonicum 








, respectivamente), a pesar de no considerarlas de la 
clase Mu (Hiller et al., 2006;  Takada and Matsuoka, 2008). Por lo tanto, en Tetrahymena, parece 
ser que en algunas GSTs consideradas dentro de la clase Mu persisten los residuos de serina 
Figura 91. Esquema del modelo de historia evolutiva de las GSTs citosólicas (adaptado de Frova, 2006). 
Para una mayor explicación ver texto. TRX : Tiorredoxina, GRX: Glutarredoxina, CICL: Canales intracelulares de 




























en la potencial región catalítica. En las Theta y Zeta suelen coexistir  ambos residuos, aunque 
en una localización diferente pero aún en la región b
1

















 en el 
hongo Phytophora infestant. Aún en la GST- Omega (TtGSTO1) de T. thermophila, en la región b
1
, 




). Por lo tanto, la presencia de Tyr (Y) en la región catalítica 
(sitio-G) no parece ser una novedad de las GSTs clase Mu de mamíferos, puesto que ya existían 
en GSTs de ciliados, coexistiendo con la Ser (GSTs-Theta y Zeta) y la Cys (GST-Omega). 
Si mantenemos la línea evolutiva del modelo propuesto, pero adaptado a Tetrahymena, 
las transiciones  aminoacídicas del sitio catalítico (funcionales o no) serían; Cys/Tyr → Ser/Tyr 
→ Ser/Tyr (indicándose en negrita el aminoácido potencialmente activo o funcional del par 
presente en el sitio catalítico). En un próximo futuro, se tendría que llevar a cabo un análisis más 
extenso (en mayor número de microorganismos) e intenso de estas enzimas, para poder dise-
ñar con una mayor fiabilidad la historia evolutiva de estas moléculas ubicuas. 
Las GSTs son activas de forma dimérica, formando homo o heterodímeros, siempre que 
las dos subunidades sean de la misma clase. Debido al alto número de isoformas que aparecen 
en T. thermophila, son numerosas las posibles combinaciones para formar enzimas activas que 
pueden unirse a una amplia variedad de sustratos. En 1988 (Overbaugh et al., 1988), aislaron y 
purificaron una GST citosólica que es funcional como monómero y no como dímero en T. ther-
mophila. Esta GST no fue identificada ni clasificada en ninguna clase, ni ha sido posteriormente 
secuenciada. La masa molecular que se estimó para esta proteína fue de 35 KDa, la cual no coin-
cide con la masa molecular estimada de ninguna de las GSTs analizadas en este estudio. Las que 
más se asemejan a esta masa molecular son las TtGSTs de clase Omega con masas moleculares 
comprendidas entre 30 y 32 KDa. Todas las Omega-GSTs descritas hasta el momento son dimé-
ricas. Según el modelo evolutivo actualmente aceptado (Figura 91), las GSTs de clase Omega 
son las primeras que surgen tras la dimerización. Por lo tanto, si es cierto que Tetrahymena tiene 
enzimas de clase Omega que funcionan como monómeros, deberíamos plantearnos el modelo 
actual de la historia evolutiva de las GSTs. Este nuevo planteamiento del modelo tendría que 
tener en cuenta la presencia de GSTs de clase Mu en ciliados, junto con GSTs de clase Omega 
que actúan como monómeros.  
Las GSTs específicas de grupo taxonómico son bastante abundantes, lo que indica, inde-
pendientemente de la antigüedad de la familia de GSTs, que una gran expansión ocurrió más 
recientemente, en las diferentes líneas de organismos independientemente de su localización 
en el árbol filogenético. La rápida evolución de las GSTs reflejada en la gran diversidad de isofor-







ganismo para adaptarse al estrés ambiental. Por lo tanto, la ventaja adaptativa de estas enzimas 
depende de su versatilidad, como puede ser la capacidad de detoxificación frente a un amplio 
rango de compuestos diferentes, y la rapidez con que responden los genes (GST) a los cambios 
ambientales. Durante el curso de la evolución, los requerimientos celulares para responder a 
diferentes tipos de compuestos tóxicos se han resuelto por dos caminos:
1) incrementando el número de genes de GST a través de múltiples ciclos de duplicación 
génica, y 
2) favoreciendo una rápida diversificación de los nuevos genes, originados por dupli-
cación, con respecto a la especificidad de sus segundos sustratos, mientras que mantiene la 
función fundamental de conjugación del GSH con compuestos tóxicos. Es decir; mantener con-
servado el sitio-G y altamente variable el sitio-H. En resumen, la familia de GSTs se caracteriza 
por presentar una arquitectura modular en la que surgen variaciones específicas sin la ruptura 
de la capacidad de unir GSH junto con su actividad catalítica. Esta estrategia, que conduce a la 
obtención de un alto grado de plasticidad de una manera rápida y económica, es, igualmente, 
bastante común y recurrente en la naturaleza.
4.3 Otras características destacables de algunas GSTs de T. thermophila.
En la Tabla 13, en la que se recogen las características generales de las diferentes GSTs de 
T. thermophila, destacan, por su tamaño, tres GSTs asignadas a la clase Mu (TtGSTM1, TtGSTM8 y 
TtGSTM45, de 805, 725 y 761 aa, respectivamente) en relación al tamaño promedio de las GSTs 
(200-300 aa) (Frova, 2006). Tras llevar a cabo un análisis más detallado de las secuencias de estas 
proteínas (Figura 92), observamos que TtGSTM1, además de presentar el dominio típico de GST 
(del residuo 24 al 97) presenta otro en forma de dedos de zinc (del residuo 441 al 480), junto con 
dos  dominios transmembranas (regiones comprendidas entre los residuos 323-345 y 366-385) 
(Figura 92). Los dedos de zinc (ZnFs) son probablemente los dominios proteicos más versátiles, 
así las proteínas que contienen ZnFs comprenden una de las superfamilias de proteínas euca-
riotas más abundantes (constituyen ~2 % de las proteínas codificadas por el genoma humano) 
(Matthews and Sunde, 2002). Dentro de este grupo de proteínas se distinguen diferentes (al 
menos 14 bien diferenciadas) clases o familias con distintas funciones dentro de la célula; in-
teracciones entre proteínas (Borden, 1998) y otras macromoléculas como ADN, ARN y lípidos. 
Una de estas familias es la denominada RING (Really Interesting New Gene) o familia “RING-finger”. 
Esta familia es bastante ubicua, encontrándose en animales, plantas, hongos y virus, incluyendo 









replicación viral. El dominio “RING-finger” (con un total de 40-60 aa) incluye 8 residuos aminoací-
dicos (Cys e His), con capacidad de unir 2 átomos de Zn2+ por dominio. El sistema de unión a 
los iones Zn2+ es único en el dominio “RING-finger”, como se ha mostrado tras el análisis de la es-
tructura 3D del mismo, y se denomina “cross-brace” (cruz-reforzada). La estructura consenso de 















en donde los residuos del primer par (Cys1 y Cys2) unen un átomo de Zn con el tercer par (Cys4 
y Cys5), y el segundo átomo de Zn queda unido por los residuos del segundo par (Cys3 e His1) 
y el cuarto par (Cys6 y Cys7). Por lo tanto, aunque la proteína con un dominio “RING-finger” une 
2 átomos de Zn2+ por molécula, no forma dos mini-dominios separados sino una única unidad 
estructural integrada. Pueden existir dos tipos de dominios “RING-finger”; RING-H2 o RING-HC, 
dependiendo del quinto tipo de residuo (del tercer par) que coordina la unión con Zn, que pue-
de ser una Cys o una His. Es -H2 cuando tiene 2 residuos de His, o HC (cuando el dominio sólo 













Figura 92. A) Secuencia nucleotídica de la pro-
teína TtGSTM1. En color azul se señalan los do-
minios GST (dominio-I y dominio-II), en color ver-
de los dominios transmembrana y en color rojo 
el dominio “RING-finger”. B) Hipotética estructura 
3D de la proteína TtGSTM1(generada por el ser-
vidor EML). En verde se representan los dominios 






























-Cys (Figura 94), con lo que incluye 9 residuos 
Cys o His de un total de 39, incluyendo tres residuos de His. El quinto residuo que actuaría en 
la unión con un átomo de Zn, sería una His, por lo que este dominio se podría clasificar como 
RING-H2 (aunque tiene 3 residuos de His). Como no conocemos si este residuo extra de His 
interviene o no en la unión con Zn, no podemos aventurarnos a introducir un nuevo tipo o cla-
se de dominio “RING-finger”. Sin embargo, existen depositados en bancos de secuencias otros 
dominios “RING-finger” que presentan 3 residuos de His, como el del alga verde Micromonas sp. 
(C1FFN1). 
Todos los dominios RING-H2 tienen actividad de ubiquitinización (Fang et al., 2003). Por 
lo tanto, los motivos “RING-finger” definen a una familia de proteínas que media en el proceso 
de ubiquitinización o marcaje molecular para la proteolisis. Otra posible función de las proteí-
nas que contienen motivos “RING-finger” es la de participar en el ensamblaje macromolecular 
de proteínas (Borden and Freemont, 1996). La proteolisis dependiente de ubiquitina ocurre por 
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Figura 93. Esquema de la estructura 
2D de la secuencia aminoacídica del 
















-Cys). En subíndice 
se indica la posición de los 8 residuos 
implicados en la interacción con el ión 
Zn2+. En función del aminoácido que 
ocupe la posición 5 se diferencian dos 
tipos, el dominio RING-HC si es una cis-
teína o el dominio RING-H2 si se trata 
de una histidina.
Mus musculus              51  NCAICRNHIMDLCIECQANQ-----ASATSEECTVAWGVCNHAFHFHCISRWLKTR---QVCPLDN 109
Feldmannia(virus)         119 VCVICQEK--------------------TSFETSVRILDCGHFFHHACVQEWLKRS---PTCPTCR 162
Coprinopsis cinerea       321 TCIICREEMVFQENQPQATP-----NDREGPNMTPKKLPCGHIFHFYCLRSWLERQ---QSCPTCR 379
TtGSTM1                   408 TCLICLSEIKHG-----------------------KKIGCGHFFHKNCLKELIQGKSN-QLCPKCR 450
Arabidopsis thaliana      92  CCPICLEDLK--------------KVDNDDDKVVVCLSKCNHSFHMNCIFSWLRES---QDCPICR 141 
Leishmania braziliensis   325 TCAICQEELSGTFSTATADAAPTATSPSNTDKACVKLLNCSHAFHKVCINQWLTQS---KTCPICK 389
Perkinsus marinus         116 QCGVCLCPLLEAVDVDPRPQNGSSSSSSSTAAEIIQLPRCGHIFHAKCAREWLGKFGR--TCPIDR 180
Micromonas sp.            350 CCSVCLC---DAEDGD----------------AMRTLP-CMHVYHADCIDKWLGEHS---TCPICK 394
Oryza sativa              240 ECNICFE---SAKDP-------------------VVTP-CGHLFCWPCIYQWLHGHSEHSDCPVCK 283
Figura 94. Alineamiento de dominios RING-H2 / HC de proteínas de diversos organismos. Los números 
de acceso de las secuencias son: Mus musculus 4A0K_B, Coprinopsis cinerea XP_001830470, Arabidopsis thalia-
na Q9FI95, Leishmania braziliensis XP_001565234, Micromonas sp. C1FFN1, Oryza sativa Q84SC7 (con dominio 
RING-HC). En la parte superior se indica la posición de los residuos que intervienen en la unión con el Zinc. En 









la adición covalente de una cadena de poliubiquitina a una proteína-diana, la cual una vez así 
marcada puede degradarse en el complejo proteolítico proteosoma 26S (dependiente de ATP 
y ubiquitina). La ruta de ubiquitinación involucra a tres tipos de enzimas, conocidas como E1, 
E2 y E3. E1 y E2 son enzimas que conjugan ubiquitina. La E1 actúa activando la ubiquitina. Una 
vez activada, es trans-esterificada a una Cys conservada de la enzima E2. La enzima E3 es una 
ubiquitina-proteína ligasa, responsable del reconocimiento del sustrato o la proteína-diana y 
promover la poliubiquitinización de la misma. Muchas enzimas E3 son proteínas con un motivo 
“RING-finger”, y este motivo está implicado en la transferencia de ubiquitina desde la enzima E2 
a la proteína-diana (Freemont, 2000 ). 
No hemos encontrado en la actual bibliografía sobre GSTs o sobre proteínas con motivo 
“RING-finger”, ninguna referencia sobre la existencia de GSTs con un dominio de este tipo, y, por 
consiguiente, con una actividad similar a enzimas E3 (ubiquitina-ligasa), además de la propia 
actividad glutatión transferasa.  
Tanto la secuencia homóloga a GST como el motivo “RING-finger” se localizan en la re-
gión no citoplasmática, pudiendo ser el exterior celular o el interior de algún tipo de vesícula 
como endosomas o lisosomas. Se podría tratar de una GST anclada en una unidad de mem-
brana de un orgánulo o de la película del ciliado. Además de las diversas actividades catalíticas 
asignadas a las GSTs, tales como; transferencia de GSH, glutatión peroxidasa, isomerasa, etc., a 
las GSTs se les ha asignado otras actividades no catalíticas, tales como; ligación con moléculas 
hidrofóbicas, modulación de las kinasas por interacción proteína-proteína u otras interaccio-
nes entre proteínas (Zimniak, 2007). El motivo “RING-finger” de esta GST podría tener tanto una 
función de interacción entre proteínas como la de ubiquitinización, esta última facilitaría la 
proteolisis de determinadas proteínas dañadas por estrés celular. De hecho, se conoce (Leach 
et al.,  2011) que la ubiquitinización  juega un papel importante en la degradación de proteínas 
desnaturalizadas por estrés ambiental.
La proteína codificada por el gen TtGSTM8, también posee dos dominios transmembra-
na que separan igualmente dos estructuras diferenciadas, una GST y un dominio GCC (Golgi 
Coiled-Coil protein) (Figura 95). Las proteínas con dominios GCCs están involucradas en el re-
clutamiento de otras proteínas, para formar diversos complejos proteicos importantes en la 
biogénesis y localización de las membranas del aparato de Golgi (Gillingham and Munro, 2003). 
El dominio GCC de esta GST de Tetrahymena es homólogo a la proteína GCC185 de humanos 
(44% de homología) cuya función es dirigir los endosomas al Golgi y mantener la estructura de 
este orgánulo, ya que en células carentes de esta proteína el Golgi está desorganizado (Derby 







el interior de vesículas pero no en el citoplasma. Al igual que en la TtGSTM1, no hemos encon-
trado en la actual bibliografía ninguna notificación o publicación previa en donde se describa 
GSTs con este dominio GCC. E igualmente, esta GST (TtGSTM8) de Tetrahymena  podría estar 
involucrada en la interacción con otras proteínas, que podrían estar implicadas  en la organiza-
ción y/o función del sistema de Golgi. 
La proteína TtGSTM45 presenta también dos dominios transmembranas (entre los resi-
duos 173-195 y 454-476, respectivamente) y un dominio GST (entre los residuos 6-81), pero en 
este caso el dominio GST se encuentra en el lado del citosol o citoplasma (Figura 96). 
Se han aislado y caracterizado dos GSTs de hígado de ovejas y de humanos, asociadas 
a membrana y clasificadas como Alpha-GSTs (Prabhu et al., 2001; 2004). Además estas enzimas 
son también activas en forma dimérica. Pero ninguna de estas dos proteínas presenta dominios 
transmembrana y se desconoce el mecanismo por el que se anclan a la membrana. Por lo tanto, 
no se ha descrito hasta el momento ninguna GST de tipo citosólica con dominios transmem-
brana. 
La característica común entre estas tres GSTs de tipo Mu es presentar dominios trans-
membrana adicionales al dominio GST, lo cual hace que estas GSTs estén ancladas en unidades 















Figura 95. A) Secuencia nuecleotídica de la proteína Tt-
GSTM8. En color azul se señalan los dominios GST (dominio-I 
y dominio-II), en color verde los dominios transmembrana y en 
color rojo el dominio GcC. B) Hipotética estructura 3D de la 
proteína TtGSTM8 (generada por el servidor EML). En verde se 
representan los dominios trasmenbrana, en azul el dominio GST 











externa (hacia el citoplasma) o interna (hacia el interior del orgánulo) de la bicapa fosfolipídica. 
Los dominios GSTs de estas tres proteínas; TtGSTM1, TtGSTM8 y TtGSTM45, presentan homo-
logía con las típicas GSTs citosólicas (“solubles”) de clase Mu, y por lo tanto, no asociadas a 
membranas. Ello constituye, por lo tanto, una interesante  excepción el encontrar tres GSTs con 
motivos de GST citosólica pero asociadas a membrana. Estas tres GSTs no debemos confun-
dirlas con aquellas que se clasifican como GSTs asociadas a membrana o microsomales (MAG-
PE) que tienen una conformación y un origen diferente a las GSTs citosólicas (Frova, 2006). La 
superfamilia de proteínas MAGPE o GST microsomales forman homotrímeros embebidos en 
una unidad de membrana, y se han descrito en procariotas (no en Arqueas), plantas, insectos 
y vertebrados. Aunque muchas de ellas están involucradas en el metabolismo de los ácidos 
grasos, algunas tienen funciones de detoxificación, incluyendo una elevada actividad glutatión 
peroxidasa y protegiendo la membrana de la acción de lípidos hidroperóxidos (Jakobsson et al., 
2000). En el genoma macronuclear de T. thermophila hemos detectado dos genes que codifican 
para presumibles MAGPE, que hemos denominado TtMAGPE1 y TtMAGPE2, y que son diferentes 
a los tres que codifican GSTs de clase Mu (TtGSTM1, TtGSTM8 y TtGSTM45), antes citados. Las se-
















Figura 96. A) Secuencia nuecleotídica de la pro-
teína TtGSTM45. En color azul se señalan los domi-
nios GST (dominio-I y dominio-II), en color verde los 
dominios transmembrana.B) Hipotética estructura 
3D de la proteína TtGSTM45 (generada por el ser-










una, en ambas proteínas, y un análisis 3D de las mismas muestra homología estructural (con un 
valor-E de 1 ó 2xE-07 y una precisión del 100%, respectivamente) con GST microsomales. En un 
próximo futuro estudiaremos la expresión de ambos genes MAGPE, junto con un más intenso 
análisis bioinformático.
4.4 Sobre la inducción y niveles de expresión de los genes GSTs de T. thermophila. 
La expresión de las GSTs depende tanto de factores endógenos como exógenos. Entre 
los endógenos se distinguen el estado de desarrollo celular, factores sexuales y específicos de 
tejido (Eaton and Bammler, 1999). Por ejemplo, en humanos, la clase alfa de genes GSTs se ex-
presa preferentemente en hígado, riñón y testículos, mientras que las GSTs de clase Pi alcanzan 
altos niveles de expresión en cerebro y pulmón, y no se expresan en hígado (Hayes and Pulford, 
1995). Otras diferencias del nivel de expresión se muestran durante el desarrollo del organismo. 
Así, en humanos, mientras los genes GSTs de clase Alfa se expresan tanto en adultos como en 
fetos, la GSTP1 (clase Pi) se expresa en tejidos fetales pero sus niveles van disminuyendo a lo 
largo del desarrollo y desaparece en adultos. Por otro lado, los genes GSTs de clase Theta no 
se expresan en hígado fetal y sí en adultos (Mathew et al., 1992b; Mera et al., 1994). Además de 
de estos factores endógenos que afectan a la expresión de los genes GSTs, existen múltiples 
agentes externos que inducen su expresión, tales como; compuestos xenobióticos, compues-
tos electrófilos y muy diversos agentes orgánicos e inorgánicos  productores de estrés oxidati-
vo (Hayes and McLellan, 1999; Hayes et al., 2005). 
El elevado grado de homología entre algunos de los genes GSTs de T. thermophila, nos ha 
impedido estudiar la expresión de todos los 63 genes individualmente, ya que no se pueden di-
señar cebadores que discriminen entre dos genes que presenten un alto grado de homología. 
Por esta razón, nuestro análisis de expresión por RT-PCR cuantitativo se ha limitado al estudio 
individual de algunos de ellos, o a grupos de genes muy similares (expresión de agrupaciones 
génicas parálogas).  
Existen datos (algunos publicados y otros aún no) de genotecas de expresión del ci-
liado T. thermophila en diversas condiciones, tales como; el ciclo crecimiento-división (medio 
SPP, 30ºC, densidad celular 2x105 células/ml ) (Fillingham et al., 2002), conjugación (Turkewitz, 
A.P., datos no publicados), inanición (1-6h) (Turkewitz, A.P., datos no publicados), estrés químico 
(diferentes concentraciones de DDT y TBT, medio de cultivo triptona y extracto de levadura a 
30ºC, densidad celular 2x105 células/ml) (Miao et al., 2006; Feng et al., 2007) o estrés producido 
por metales (Cd a 11 mM ó Cu a 500 mM, durante 1h) (el autor de estas genotecas no distingue 









datos se recogen en la página Web (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene), 
de donde hemos extraído aquellos que se refieren a los genes GSTs y que se reflejan en la Tabla 
23. Como se muestra en dicha tabla, de un total de 63 genes GSTs detectados en T. thermophila 
(Tabla 12) sólo 17 (~27 %) se han registrado como ADNc entre las diversas genotecas de expre-
sión obtenidas bajo diferentes condiciones. De los 47 genes TtGSTs de clase Mu se ha detectado 
la expresión de 10 (~21 %) de ellos (Tabla 23), siendo TtGSTM13 y TtGSTM23 los que más se 
expresan en las condiciones utilizadas de las distintas genotecas (Tabla 23). Igualmente, se han 
detectado 3 (~60 %) de la clase Theta (Tabla 23) de un total de 5 descritos (Tabla 22), 1 (~14 %) 
de la clase Omega de un total de 7, 1 (50 %) de la clase Zeta de un total de 2, y los 2 (100 %) sin 
clasificar (específicos de T. thermophila) (Tabla 23). La mayoría de estos genes GSTs aparecen en 
las genotecas de conjugación (un total de 65 genes GSTs) e inanición (36 genes GSTs) (Tabla 23). 
La conjugación se induce por inanición, por lo que en ambos casos está presente la ausencia de 
nutrientes.  El gen TtGSTM13 es el que más se expresa en conjugación (16 clones) (Tabla 23), de 
este gen no hemos podido analizar su expresión por RT-PCR cuantitativa debido a su elevada 
homología con otros genes GSTs de clase Mu (Figura 53), lo que dificulta el diseño de cebado-
res específicos y exclusivos para diferenciar este gen de otros similares. Algo parecido ocurre 
(Figura 53) con el gen TtGSTM23 el segundo que más se induce (9 clones) entre las genotecas 
analizadas (Tabla 23), el cual tiene hasta un 95-96 % de homología con los genes TtGSTM24 y 
TtGSTM25 (Figura 53). 
En nuestro grupo de investigación hemos obtenido y analizado varias genotecas de 
expresión a partir de poblaciones de T. thermophila sometidas a diferentes metales pesados 
(datos no publicados), y en una de ellas (tratamiento con As5+ durante 1 h) hemos detectado 
la presencia de dos clones (ADNc) que codifican GSTs de la clase Mu, y que se han identificado 
como los genes TtGSTM23 y TtGSTM32. Estos genes no han sido estudiados por RT-PCR cuanti-
tativa en el presente trabajo, ya que ambos presentan un 99 % de homología con otros (Figura 
53), lo que hace inviable el poder diseñar cebadores que los puedan distinguir.
Recientemente, se ha analizado la expresión de genes en T. thermophila en diversas con-
diciones (ciclo crecimiento-división, conjugación e inanición), utilizando una micro-matriz o 
microarray (Miao et al., 2009). En las Figuras 97, 98, 99, 100 y 101 se muestran los niveles de ex-
presión (según la micro-matriz) de las diferentes clases de genes GSTs que hemos seleccionado 
para el análisis de su expresión en el presente trabajo. En la Figura 97, se muestran los genes 
GSTs de clase Mu. Durante el crecimiento de T. thermophila, es el gen TtGSTM40 (de los seleccio-
nados) el que más se expresa, seguido de TTtGSTM47, TtGSTM18, TtGSTM15 y TtGSTM46 (Figura 






































































































1: diferentes concentraciones de DDT y TBT. 2: Tratamientos con CdCl2 (11 mM, 1 h) ó CuSO2 (500 mM, 1 
h). 3: Inanición de 1-16 h.  
Tabla 23. Aparición de ADNc codificantes de diferentes GSTs de T. thermophila en diferentes genotecas 
de expresión (véase texto para más información). Cada cifra indica el número de clones localizados en cada 
genoteca para cada tipo de gen GST, y la cifra entre paréntesis muestra el % en que cada gen GST aparece en 
cada genoteca respecto del resto de los genes identificados. El total de clones (ADNc) analizados e identifica-









TtGSTM40, mientras que el resto de los seleccionados mantienen niveles similares y constantes 
a lo largo de las 24 h de inanición, a excepción de los genes TtGSTM15 y TtGSTM47 que también 
disminuyen a lo largo del tiempo (Figura 97B). Bastante diferente son los perfiles de expresión 
mostrados por estos genes durante las diferentes fases del proceso de conjugación (Figura 
97C). Existe un descenso inicial de los valores de expresión del gen TtGSTM40 y luego incre-
menta considerablemente hasta alcanzar un pico de máxima expresión entre las 12 -14 h, des-
cendiendo posteriormente de nuevo (Figura 97C). Esta fase de máxima expresión de este gen 
corresponde con aquella en que las células son ya exconjugantes, cuando el viejo macronúcleo 
experimenta apoptosis o degradación junto con uno de los micronucleos. El gen TtGSTM46 pre-
senta un pico de mayor expresión hacia 4-6 h de iniciada la conjugación (Figura 97C), en donde 
ocurre la meiosis micronuclear con la degradación de 3 productos micronucleares meióticos, la 
mitosis post-meiótica haploide y el intercambio y unión de los pro-núcleos (fertilización). El gen 
TtGSTM47 presenta un pico hacia las 12 h de iniciada la conjugación, mientras que TtGSTM15 y 
TtGSTM9 tienen picos de máxima expresión hacia las 8 h (desarrollo del esbozo macronuclear) 
y 10 h (exconjugantes y degradación del viejo macronúcleo), respectivamente. Igualmente, el 
gen TtGSTM17 tiene un pico de mayor expresión (aunque con valores muy inferiores) hacia las 
4 h de iniciada la conjugación, de manera similar al gen TtGSTM46 (Figura 97C).
De todos los 63 posibles genes GSTs que presenta el ciliado T. thermophila, en muchos de 
ellos se ha detectado su expresión en diferentes genotecas bajo diferentes condiciones, pero 
no en todos se ha detectado expresión, lo cual podría ser debido a que no se ha ensayado las 
condiciones adecuadas para su inducción o se trata de pseudogenes. Por ejemplo, en el genoma 
humano aparecen 6 pseudogenes que no se expresan, al menos en las condiciones ensayadas 
(Nebert and Vasiliou, 2004). Para dilucidar este punto habría que llevar a cabo un más extenso 
análisis de la expresión de todos ellos, teniendo en cuenta el inconveniente o dificultad de la 
aparición de múltiples genes con secuencias nucleotídicas idénticas, y por lo tanto imposible 
de distinguir por RT-PCR cuantitativa. 
En el presente trabajo, se han estudiado un total de 16 genes GSTs individuales (~25% 
del total) más 2 grupos génicos (de 3 genes cada uno) imposibles de distinguir entre sí por 
sus elevadas homologías, por lo que los niveles de expresión obtenidos de estas agrupaciones 
podrían interpretarse como la suma de cada gen, o sólo de uno o dos genes del grupo. A partir 
de este punto, vamos a discutir los resultados de expresión de cada uno de ellos, comparán-
dolo (cuando se pueda) con los resultados obtenidos en diferentes genotecas (Tabla 23) y los 
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A
B C
Figura 97. Niveles de expresión (unidades arbitrarias) de los genes GSTs de clase Mu que se han selec-
cionado en nuestro estudio de expresión y que, igualmente, se expresan en diferentes condiciones utilizando 
un microarray (Miao et al., 2009). A: tres fases (con número de células creciente) del ciclo crecimiento-división. 
B: a diferentes tiempos de inanición (0-24 h) y C: en diferentes fases de la conjugación (0-18h). UA : unidades 
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TtGSTT1
TtGSTT3A B C
Figura 99. Niveles de expresión (unidades arbitrarias) de los genes GSTs de clase Theta que se han 
seleccionado en nuestro estudio de expresión y que, igualmente, se expresan en diferentes condiciones uti-
lizando un microarray (Miao et al., 2009). A: tres fases (con número de células creciente) del ciclo crecimiento-
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Figura 98. Niveles de expresión (unidades arbitrarias) de los genes GSTs de clase Omega que se han 
seleccionado en nuestro estudio de expresión y que, igualmente, se expresan en diferentes condiciones uti-
lizando un microarray (Miao et al., 2009). A: tres fases (con número de células creciente) del ciclo crecimiento-
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Figura 100. Niveles de expresión (unidades arbitrarias) de los genes GSTs de clase Zeta que se han 
seleccionado en nuestro estudio de expresión y que, igualmente, se expresan en diferentes condiciones uti-
lizando un microarray (Miao et al., 2009). A: tres fases (con número de células creciente) del ciclo crecimiento-








4.5 Expresión de genes GSTs analizada individualmente.
La expresión de la mayoría de los 16 genes, que se han analizado individualmente, se 
induce por más de un agente inductor, a excepción de 3 de ellos que o se inducen exclusiva-
mente por el sustrato o inductor de GSTs (CDNB), como son los genes TtGSTM15 y TtGSTM47, o 
sencillamente no se inducen con los agentes o bajo las condiciones ensayadas, como es el caso 
del gen TtGSTM40 el único de todos los analizados que presenta niveles de expresión relativa 
muy bajos (< 2), incluyendo la que se obtiene con el propio sustrato (CDNB), la cual es negativa. 
El gen TtGSTM40 está cercano (~1.000 pb) al gen TtGSTM44 en el mismo cromosoma (Figura 50), 
con el que tiene una homología nucleotídica del 92 % (Figura 53). Por consiguiente, si realmen-
te el gen TtGSTM40 no se expresa en ninguna circunstancia podría tratarse de un pseudogen 
que podría haber sido reemplazado por la isoforma génica TtGSTM44 (originada probablemen-
te por duplicación génica), la cual se expresa como se refleja en algunas genotecas, sobre todo 
la de inanición (3 clones) (Tabla 23). No obstante , el valor de ciclo umbral (Ct) de este gen es 
menor (entre los ciclos 23 y 25) respecto de aquellos del resto de los genes TtGSTs analizados 
(entre los ciclos 27 y 30), lo que significa que existe unas 16 a 32 veces (2-∆Ct) más transcritos, a 
nivel basal, del gen TtGSTM40 respecto del resto de los genes TtGSTs analizados. Por lo tanto, 
este gen se expresa a nivel basal aunque no se induce significativamente (valores < 2) bajo el 
efecto de los agentes estresantes utilizados. Es más, la mayoría de los tratamientos (24 h) con 
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Figura 101. Niveles de expresión (unidades arbitrarias) de los genes GSTs específicos de T. thermophila 
(no asignados a ninguna clase conocida) que se han seleccionado en nuestro estudio de expresión y que, 
igualmente, se expresan en diferentes condiciones utilizando un microarray (Miao et al., 2009). A: tres fases 
(con número de células creciente) del ciclo crecimiento-división. B: a diferentes tiempos de inanición (0-24 h) 









Igualmente, nuestros resultados de expresión del gen TtGSTM40, sin expresión signifi-
cativa tras los tratamientos de estrés utilizados, son muy diferentes a los valores de expresión 
obtenidos por hibridación con la micromatriz (Miao et al., 2009), durante el crecimiento y la con-
jugación, ya que como se aprecia en la Figura 97A y 97C, los valores de expresión durante  estos 
procesos del ciclo de vida de T. thermophila son los máximos en comparación con otros genes 
GST de la clase Mu. Por el contrario, el estrés por inanición hace que los niveles de expresión de 
este gen decaigan paulatinamente a medida que se prolonga dicho estrés (Figura 97B), lo cual 
estaría en consonancia con los datos negativos (por debajo de los niveles basales en condicio-
nes de crecimiento) obtenidos del análisis por RT-PCR cuantitativa de este gen tras inanición 
durante 24 h (Figura 61). Igualmente, según los resultados de Miao et al. (2009) con el microarray, 
estos dos genes (con 92 % de homología) se coexpresan (índice de coexpresión de 0,97) (Tabla 
24), por lo que habría que tener en cuenta hasta que punto existe una hibridación cruzada ya 
que su homología es muy elevada. De manera similar, otras coexpresiones entre genes GSTs de 
clase Mu (Tabla 24) presentan unas homologías de secuencia nucleotídica muy elevadas, por lo 
que igualmente, la coexpresión pudiera deberse a un efecto de hibridación cruzada entre ellas. 
Además, en las genotecas analizadas por diferentes autores, el gen que aparece en varias de 
ellas es el TtGSTM44 (estrés químico, metales pesados, inanición y crecimiento-división) (Tabla 
23), mientras que el TtGSTM40 no se ha detectado.  En resumen, cabe la duda de que en el aná-
lisis con las micromatrices (Miao et al., 2009) se haya detectado la expresión del TtGSTM44 en 
lugar del TtGSTM40. Tras visitar la web (TGED) donde se exponen los resultados del microarray, 
no se encuentra ningún dato de expresión para el gen TtGSTM44 (TTHERM-00602870), lo cual 
es contradictorio con los datos obtenidos en las genotecas de expresión de varios autores, en 
donde este gen (TtGSTM44) aparece en un total de 6 clones (Tabla 23). El máximo de clones 
registrados (3) se encuentran durante la conjugación, lo que coincide con el microarray para el 
gen identificado como TtGSTM40. Por otro lado, un índice de coexpresión del 0,97 nos indica 
que en el microarray no es posible diferenciar un gen del otro (Tabla 24)
Genes GSTs que  
co-expresan con  
otros genes GSTs
Índice de coexpresión 
% de homología 
nucleotídica
TtGSTM6 ↔ TtGSTM7 0,94 99
TtGSTM22 ↔ TtGSTM24 0,98 96
TtGSTM27 ↔ TtGSTM29 0,91 99
TtGSTM40 ↔ TtGSTM44 0,97 92








Con relación a los metales ensayados (Cd2+, Cu2+, As5+, Pb2+ o Zn2+), es el Cd2+ (24 h) junto 
con el As5+ (2 ó 24 h) los que inducen mayores niveles de expresión en los diferentes genes GSTs 
analizados. También son estos cationes inorgánicos los que inducen una mayor cantidad de ge-
nes GSTs de los analizados; 9 y 10 genes GSTs, respectivamente (Tabla 25) El ranking de valores de 
inducción relativa tras 24 h de exposición al Cd2+ es; TtGSTZ2 >> TtGSTM4 > TtGSTO1 > TtGSTT3 
> TtGSTM3 > TtGSTO6 > TtGSTT1 > TtGSTM17 > TtGSTM46, no existiendo inducción significativa 
para el resto de los genes GSTs individualmente analizados (Tabla 25). A las 2 h de tratamiento 
se expresan 5 genes GSTs, los cuales también se expresan tras exposición prolongada al Cd2+. En 
ambas situaciones el gen TtGSTZ2 es el que alcanza mayores niveles de expresión posicionán-
dose en el número uno en el ranking (Tabla 25). La levadura Schizosaccharomyces pombe tiene 
3 genes GSTs (I, II y III) y el Cd2+ induce la expresión de los genes GSTI y GSTIII, estando la expre-
sión del último regulada por metal por lo que se piensa que la proteína GSTIII podría estar invo-
lucrada en la detoxificación de metales (también es inducida su expresión por Hg, Al, Zn o Cu) 
(Shin et al., 2002). Igualmente, en el pez globo Takifugu obscurus se han analizado la expresión 
de 7 genes GSTs en presencia de Cd (96 h), y los resultados reflejan que 5 de ellos (clases Mu, 
Omega, Zeta, Theta y MAPEG) se inducen a las 6 h de exposición, indicando su elevada sensibili-
dad a este metal (Kim et al., 2010). En el copépodo marino Tigriopus japonicus un estudio por RT-
PCR cuantitativa de la expresión de varios genes GSTs bajo el efecto del Cd, revela que un gen 
GST de clase Sigma es el que muestra mayores valores de inducción, obteniéndose la máxima 
expresión a las 12 h de exposición (Lee et al., 2008). Mutantes de Saccharomyces cerevisiae con 
delecciones en genes GSTs (GTT1 o GTT2) han mostrado una absorción de Cd doble respecto 
del control. Los autores (Adamis et al., 2004) sugieren que la formación de complejos GSH-Cd 
es dependiente de la actividad GST, y verifican que ambos genes juegan funciones diferentes 
en el mecanismo de detoxificación del Cd. En hongos de micorrizas arbusculares responden al 
estrés por metales (incluyendo el Cd) induciendo la expresión de genes GSTs (Hildebrandt et al., 
2007).  Estos son algunos ejemplos de que el estrés tóxico producido por el metal Cd, es uno de 
los que más inducen la expresión de genes GSTs en diferentes organismos. 
El segundo metal, de los utilizados, que más induce la expresión de los genes GSTs se-
leccionados de T. thermophila es el As5+. El ranking de valores de inducción relativa aproximado 
es; TtGSTO6 > TtGSTO1 > TtGSTZ2 > TtGSTT3 > TtGSTM46 > TtGSTM3 > TtGSTT1 > TtGSTM4 > 
TtGSTM17 > TtGSTZ1 (tratamiento con As5+ durante 2 h) (Tabla 25). En una exposición prolonga-
da (24 h), de nuevo son los genes GSTs de clase Omega (TtGSTO1 y TtGSTO6) los que más se ex-
presan (Tabla 25). Por lo tanto, los dos primeros en el ranking de inducibilidad con As5+ son dos 









Recientemente (Yin et al., 2011), se ha comprobado, por primera vez en un protozoo ciliado, 
que Tetrahymena puede llevar a cabo biotransformación de arsénico (As+5) a monometilarse-
niato (MMA) y dimetilarseniato (DMA), al igual que la producción de arsénico volátil (aunque 
en pequeña proporción). Esto demuestra que este ciliado puede defenderse de la toxicidad 
de metales pesados no sólo biosintetizando metalotioneínas (Gutiérrez et al., 2009), sino tam-
bién por biometilación y biovolatilización del metal. La biotransformación de As5+ (arseniato) 
en mamíferos implica su reducción por la arseniato reductasa (purina nucleósido fosforilasa) 
hasta arsenito (As3+), el cual se metila por una arsenito metiltransferasa, siendo la S-adenosil-
metionina el donador de metilo, y convirtiéndolo en metilarseniato (As5+). Posteriormente, este 
compuesto es reducido a ácido metilarsenioso (As3+) por la acción de una MMA(V) reductasa. 
De nuevo, este compuesto puede ser metilado por la arsenito metiltransferasa originando áci-
Tratamiento Ranking de valores de inducción relativa 
Cd2+ (2 h) TtGSTZ2 >>TtGSTO1 ≈ TtGSTO6 > TtGSTT3 > TtGSTT1
Cd2+ (24 h)
TtGSTZ2 >> TtGSTM4 > TtGSTO1 > TtGSTT3 > TtGSTM3 > TtGSTO6 > TtGSTT1 > 
TtGSTM17 > TtGSTM46
As5+ (2 h)
TtGSTO6 > TtGSTO1 > TtGSTZ2 > TtGSTT3 > TtGSTM46 > TtGSTM3 > TtGSTT1 > 
TtGSTM4 > TtGSTM17 > TtGSTZ1
As5+ (24 h)
TtGSTO1> TtGSTO6 > TtGSTM46 > TtGSTT1 ≈ TtGSTM3 > TtGSTM4 ≈TtGSTN1 > 
TtGSTT3
Pb2+ (2 h) TtGSTO1 > TtGSTT1 > TtGSTT3
Pb2+ (24 h) TtGSTO1 > TtGSTN1 > TtGSTT3 ≈ TtGSTO6  ≈ TtGSTM17 ≈ TtGSTT1 ≈ TtGSTZ1
Cu2+ (2 h) TtGSTZ2 > TtGSTN2 > TtGSTM3 > TtGSTM4
Cu2+ (24 h) TtGSTN2 > TtGSTM3 > TtGSTM4
Zn2+ (2 ó 24 h) TtGSTM9 > TtGSTM17 > TtGSTZ2 > TtGSTO6 > TtGSTT1 ≈ TtGSTT3 ≈ TtGSTN2
PQ (24 h) TtGSTM9 >> TtGSTZ2 > TtGSTO1 ≈ TtGSTO6 ≈ TtGSTT3
MD (2 h) TtGSTM3 ≈ TtGSTM46 ≈ TtGSTO1 ≈ TtGSTN1
CDNB (2 h)
TtGSTO6 >TtGSTN1 ≈ TtGSTN2 >TtGSTM46 > TtGSTM47 > TtGSTZ2 >TtGSTO1 
> TtGSTM9 >TtGSTT1 >TtGSTT3 >TtGSTZ1> TtGSTM4 >TtGSTM17 > TtGSTM3 ≈ 
TtGSTM15
pH 5 (24 h) TtGSTM3 ≈ TtGSTZ2
pH 9 (24 h) TtGSTM3
Inanición (24 h) Todos negativos
(≈): Valor similar.
Tabla 25. Análisis comparativo de los niveles de expresión relativa de los diferentes genes GSTs anali-
zados individualmente por RT-PCR cuantitativa, bajo el estrés originado por diferentes agentes estresantes. 







do dimetilarsénico (As5+), el cual, igualmente, puede ser reducido por una DMA(V) reductasa 
hasta ácido dimetilarsenioso (As3+). Tanto la forma mono- como dimetilada del arsénico (menos 
tóxica) puede expulsarse al exterior celular. La MMA(V) reductasa requiere GSH para su función 
catalítica (Aposhian et al., 2004). Esta enzima se ha purificado a partir de tejido humano, y su 
secuenciación reveló un 92 % de identidad con una enzima GST (hGSTO-1) de la clase Omega 
(Aposhian et al., 2004). Ratones knockout en GSTO-1-1 (similar al gen hGSTO-1) mostraron un 20 
% de actividad MMA(V) reductasa respecto del tipo silvestre, existiendo sólo cambios margi-
nales en la sensibilidad al arsénico (Henderson and Wolf, 2011). Esto indica que probablemente 
existan otras enzimas GSTs de clase Omega implicadas en esta etapa de la biotransformación 
del arsénico, sobre todo si existe un número elevado de isogenes GSTs de esta clase en un mis-
mo organismo.  
Pues bien, ya que Tetrahymena puede biotransformar el arsénico a MMA(V) o DMA(V) 
(Yin et al., 2011), muy probablemente lo haga de una forma similar al proceso conocido en 
mamíferos, de hecho presenta (tras su búsqueda en el genoma-macronuclear) las principa-
les enzimas involucradas en la ruta de biotransformación de arsénico, a saber; una arseniato 
reductasa o purina nucleósido fosforilasa (TTHERM_00794530), que realiza la reducción As5+ 
→ As3+. Varios homólogos a arsenito /MMA(III) metiltransferasa dependiente de SAM (S-ade-
nosilmetionina) los cuales presentan dominios metiltransferasa-11, 12 y 18 (entre ellos el gen 
TTHERM_00616270), al igual que la arsenito metiltransferasa humana, lo que les hace buenos 
candidatos para llevar a cabo una función similar. Y, por último, GSTs de clase Omega (7 isofor-
mas) las cuales podrían actuar como MMA(V) reductasas, de hecho en el ranking de inducibili-
dad de genes GSTs por arsénico (As5+) (Tabla 25), los dos primeros (de los analizados) son GSTs 
de clase Omega (TtGSTO6 y TtGSTO1). 
Independientemente de esto, T. thermophila tiene una arsenito ATPasa de membrana 
(TTHERM_00471960), que podría bombear arsénico del citoplasma al medio extracelular como 
un elemento adicional en el mecanismo de resistencia al arsénico. 
En una genoteca de expresión obtenida en nuestro grupo (datos sin publicar), a partir de 
poblaciones de T. thermophila tratada con As5+ (1 h), se ha detectado la presencia de dos genes 
GSTs (TtGSTM23 y TtGSTM32). De los cuales, el TtGSTM23 también aparece de manera significati-
va (0,3 %) en genotecas de metales pesados (Cd2+ ó Cu2+) de otros autores (Coyne, R.S., datos no 
publicados) y conjugación (0,03 %) (Turkewitz, A.P., datos no publicados) (Tabla 23). Estos dos 
genes no se han seleccionado para su estudio individual por RT-PCR cuantitativa ya que tienen 
un 99 % de homología nucleotídica con el TtGSTM22 ó un 96 % con el TtGSTM24 (Figura 53), y 









tídica con TtGSTM30 (Figura 53). Por lo tanto, en ambos casos es imposible diseñar cebadores 
para RT-PCR cuantitativa que los diferencie.  
En el copépodo Tigriopus japonicus (Lee et al., 2008), un gen GST de clase Sigma se in-
duce significativamente en presencia de As3+ (2-6 mg/L), y su nivel de expresión se incrementa 
linealmente con el tiempo de exposición (1-96 h). De todo ello, se deduce que no sólo son ne-
cesarios genes GSTs de clase Omega para actuar en la biotransformación del As, sino que otros 
genes GSTs de clases diferentes podrían estar involucrados en la detoxificación de este metal 
pesado. 
El Pb2+ (tratamiento 24 h) es el tercer metal pesado con mayores valores de inducción 
entre los genes GSTs individuales analizados, con un ranking de valores de inducción relativa; 
TtGSTO1 > TtGSTN1 > TtGSTT3 ≈ TtGSTO6  ≈ TtGSTM17 ≈ TtGSTT1 ≈ TtGSTZ1, el resto de los genes 
presentan valores no significativos respecto del control. A las 2 h de exposición es, igualmente, 
el gen TtGSTO1 el que un mayor número de se expresa (Tabla 25). Tanto el Cu2+ como el Zn2+ 
(metales esenciales menos tóxicos) inducen la expresión de estos genes considerablemente 
menos que el resto de los metal(oid)es utilizados. Existe inducción significativa con Cu2+ (2 h) 
en los genes TtGSTZ2 > TtGSTN2 > TtGSTM3 > TtGSTM4, y sólo en tres genes tras tratamiento 
prolongado (24 h) (Tabla 25). Igualmente, existe inducción significativa con el Zn2+ (2 ó 24 h) 
en los genes TtGSTM9 > TtGSTM17 > TtGSTZ2 > TtGSTO6 > TtGSTT1 ≈ TtGSTT3 ≈ TtGSTN2 (Tabla 
25). El Cu (0,5-2 mg/L) induce la expresión de un gen GST de clase Sigma en T. japonicus, y los 
valores de inducción se incrementan con el tiempo (1-96 h) (Lee et al., 2008). La expresión de un 
gen GST (de clase no especificada) se induce significativamente en presencia de Cu en el hongo 
Glomus intraradices, que establece simbiosis con raíces de plantas (Hildebrandt et al., 2007). 
De este análisis comparativo entre los genes GSTs analizados individualmente podemos 
concluir que,  independientemente del tipo de metal utilizado, el gen TtGSTZ2 es el que con 
más metales y con mayores niveles se expresa (Tabla 25). Con menores niveles de expresión, 
pero inducibles por el mismo número de diferentes metales están los genes TtGSTT3 y TtGSTO6. 
Igualmente, el gen TtGSTO1 está entre los que se expresan más con metales no esenciales y, por 
lo tanto, más tóxicos (Tabla 25).
En la genoteca de expresión con metales (Coyne, R.S., datos no publicados) (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene) el autor utiliza Cd (CdCl
2
) a 11 mM (1h) ó Cu (CuSO
4
) 
a 500 mM (1 h), pero de la lista de ADNc presentada en el web el autor no diferencia entre los 
derivados del tratamiento con Cd o Cu, por lo que el análisis comparativo está limitado a la idea 







diferencias en las condiciones de tratamiento. En la Tabla 23, se muestra que el tratamiento con 
metales (Cd ó Cu) induce, al menos, 5 genes GSTs, siendo el TtGSTM23 el que más veces aparece. 
En nuestro trabajo no hemos utilizado este gen, ya que presenta un 99 % de homología nu-
cleotídica con el TtGSTM22, por lo que no es posible diseñar cebadores para poder distinguirlos 
por RT-PCR cuantitativa. Si el número de clones obtenidos refleja los niveles de expresión, el 
ranking sería; TtGSTM23 >> TtGSTM11 > TtGSTM15 ≈ TtGSTM44 ≈ TtGSTN1 (Tabla 23), de los 
cuales sólo el TtGSTN1 y el TtGSTM15 han sido analizados, en este trabajo, como genes indivi-
duales. Según los datos obtenidos (Tabla 25), TtGSTN1 se expresa con Pb (24 h) pero práctica-
mente nada con Cd (24 h) ó Cu (2 h), lo que podría coincidir con los bajos niveles obtenidos 
por Coyne (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene) (0,03 % del total de clones 
analizados), sin considerar las importantes diferencias entre las concentraciones y tiempos de 
tratamientos utilizados. El gen TtGSTM15 es uno de los que sólo se expresa con el inductor o 
sustrato universal de GSTs (Tabla 25), no obstante según las genotecas de expresión obtenidas 
por Turkewitz, este gen aparece también durante la conjugación e inanición (1-6 h) de T. ther-
mophila (Tabla 23). Con respecto a la inanición hay que destacar la diferencia de tratamientos; 
un máximo de 6 h (genoteca de expresión) respecto de los datos obtenidos a las 24 h (RT-PCR 
cuantitativa), lo que podría explicar las diferencias obtenidas, como es el caso del TtGSTN1 que 
se ha detectado (0,03%) en la genoteca de inanición, pero que no se expresa a las 24 h de in-
anición como muestran nuestros resultados (Tablas 23 y 25). Igualmente, existen resultados 
contradictorios respecto del gen TtGSTN2 entre los mostrados en la genoteca de inanición (Tur-
kewitz, A.P., datos no publicados) en la que no se detectan clones para este gen (Tabla 23), con 
respecto a los obtenidos en el microarray (Miao et al., 2009) (Figura 101B), en donde la expresión 
del gen incrementa paulatinamente hasta alcanzar un máximo a las 24 h, y los nuestros (RT-PCR 
cuantitativo), en donde tampoco se detecta una expresión significativa (Tabla 25). 
El estrés oxidativo originado por PQ (24 h) o MD (2 h) induce la expresión de algunos de 
los genes GSTs que hemos analizado individualmente (Tabla 25). Entre ellos, cabe destacar el 
gen TtGSTO1 que responde a ambos compuestos y el gen TtGSTM9 que es el que alcanza mayo-
res niveles de inducción (Figura 59C) respecto del resto de genes analizados (Tabla 25). Ambos 
genes GSTs de la clase Omega analizados (TtGSTO1 y TtGSTO6) responden de forma similar al 
PQ (Tabla 25). El TtGSTO6 presenta niveles de expresión constante durante el crecimiento , baja 
sus niveles de expresión durante la inanición y tiene un pico de expresión hacia las 4-6 h del 
proceso de conjugación (Figura 98), según los datos del microarray (Miao et al., 2009). 
Un ratón knockout en un gen GST de la clase Alpha (mGSTA4-4) presenta una mayor sen-









estrés oxidativo provocado por este compuesto. En el copépodo marino Tigriopus japonicus un 





, alcanzando un máximo hacia las 48 h (Lee et al., 2008).  
La MD (menadiona ó 2-metil-1,4-naftoquinona = Vitamina K
3
) ha sido ampliamente utili-
zada en estudios sobre daño oxidativo. La MD y otras quinonas pueden reducirse por uno o dos 
electrones. Una reducción por un electrón origina la formación de radicales de semiquinonas, 
los cuales son muy inestables y reaccionan rápidamente con el oxígeno originando ROS. Si son 
reducidas por dos electrones originan hidroquinonas, lo cual está catalizado por la enzima DT-
diaforasa (NAD(P)H-quinona oxidoreductasa 1; EC 1.6.99.2), y sin la formación de intermediarios 
inestables y productores de ROS. Un análisis de células resistentes a MD (células K300) respecto 
de las sensibles (células P19) (Chiou and Tzeng, 2000) ha revelado que la adquisición de resis-
tencia está asociada con un elevado contenido en GSH y una elevada actividad enzimática DT-
diaforasa. En las células resistentes K300 la actividad enzimática de GST era inferior a aquella 
correspondiente en células (P19) sensibles a la MD, indicando la necesidad de estas enzimas 
para responder al estrés oxidativo. 
El protozoo ciliado Blepharisma japonicum tiene dos GSTs (86 % de identidad) especí-
ficas de especie cuya expresión es inducida por luz (Takada and Matsuoka, 2008), indicando, 
igualmente, su relevancia en contrarrestar el estrés fotooxidativo. 
Las GSTs de clase Omega, como TtGSTO1 (Figura 90B), tienen residuos de cisteína en la 
proximidad del centro catalítico, que pueden formar enlaces disulfuro con el GSH, por lo que 
estas enzimas podrían tener actividad oxidoreductasa y dehidroascorbato reductasa depen-
diente de GSH, reflejando su similitud estructural con glutaredoxinas. En Caenorhabditis elegans 
(Burmeister et al., 2008) se ha analizado la función de una GST de clase Omega (GSTO-1) sobre-
expresando en un transgénico el gen GSTO-1, lo que originó un incremento de la resistencia al 
estrés oxidativo inducido por PQ. Igualmente, un bloqueo específico del mismo gen (usando 
ARNi) puso de manifiesto un incremento de la sensibilidad al PQ entre otros agentes estresan-
tes (arsenito, choque térmico) (Burmeister et al., 2008). 
Respecto de la inducción de la expresión de genes GSTs por el sustrato e inductor uni-
versal (CDNB) (Tabla 25), todos son inducibles en mayor o menor grado, excepto el TtGSTM40. 
Los dos genes GSTs específicos de T. thermophila (TtGSTN1 y TtGSTN2) responden por igual al 
sustrato CDNB y a un nivel relativamente alto (2º puesto en el ranking de los genes analizados) 







En cuanto al pH , sólo dos de los 16 genes testados han respondido significativamente 
al pH (Tabla 25). Entre ellos es el TtGSTM3 el que se expresa en ambos casos (pH ácido y básico), 
con un valor superior para el pH ácido que para el básico. Este mismo gen aparece en la geno-
teca de conjugación (0,009 %) (Tabla 23), al igual que se expresa bajo otros agentes estresantes, 
tales como; MD, Cu2+, As5+ y Cd2+ (Tabla 25). El pH óptimo para la actividad catalítica de las en-
zimas GSTs está en torno a la neutralidad. Un estudio realizado en el camarón o gamba blanca 
Litopenaeus vannamei constituye uno de los pocos casos en que se ha analizado la expresión de 
un gen GST de la clase Mu (LvGSTM) bajo estrés de pH (Zhou et al., 2009). La expresión del gen 
LvGSTM aislada del hepatopancreas incrementó significativamente respecto del control, tras 
exposición 12 h  a pH 5,6. Aunque el pH óptimo de la enzima LvGSTM está cerca de la neutrali-
dad, la actividad GST global en este tejido incrementó igualmente a pH ácido (Zhou et al., 2009). 
Ambos incrementos (expresión de LvGSTM) y actividad global GST probablemente mitigan los 
efectos tóxicos de la acidosis y/o neutralizan la toxicidad de los radicales libres (ROS) generados 
por el tratamiento a pH ácido (aunque este último es un proceso poco entendido). Igualmente, 
genes que codifican enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxi-
dasa) son sobre-expresados bajo estrés por pH ácido (Zhou et al., 2009). La expresión del mismo 
gen LvGSTM a pH 9,3 no presenta un incremento significativo respecto del control (Zhou et al., 
2009). 
4.6 Expresión de genes GSTs analizada en grupo.
A pesar de la imposibilidad para diferenciar por RT-PCR cuantitativo determinados ge-
nes GSTs debido a su elevada homología nucleotídica, nos ha parecido interesante llevar a cabo 
un análisis de expresión de algunos grupos, aunque no podamos discriminar si los niveles de 
expresión se deben a sólo uno de ellos o a más de uno, siendo en este caso la suma de varias 
expresiones. Ambos grupos analizados constan de genes GST de la clase Mu (Figuras 60C y 61B). 
El primer grupo analizado consta de tres genes (TtGSTM27/TtGSTM28/TtGSTM29) que tienen 
~99-100 % de homología nucleotídica entre ellos (Figura 53), y están cercanos en el cromo-
soma formando un grupo (Figura 50). Los niveles de expresión alcanzados presentan valores 
más elevados que el promedio de los genes GSTs analizados individualmente, lo que podría 
corroborar la expresión conjunta o suma de más de uno o de los tres juntos. Así por ejemplo, el 
tratamiento con Cd2+ (24 h) alcanza los valores más elevados de inducción relativa entre todos 
los analizados. Algo similar ocurre con el sustrato e inductor de GSTs (CDNB) (2 h) (Figura 60C). 
Este grupo presenta inducción significativa tras tratamiento con metales (Cd2+, Cu2+, As5+, Pb2+ 









inanición (24 h). Ninguno de estos genes se han detectado previamente en genotecas, e igual-
mente mantienen niveles bajos de expresión en las condiciones testadas en los microarrays 
(Miao et al., 2009). El alineamiento de los primeros 500 pb (a partir del codón de inicio) de las 
regiones 5´UTRs de estos tres genes (Figura 102), muestra una elevada homología (~91-92 %), 
lo que hace pensar en la probabilidad de que la expresión de estos genes esté regulada por los 
mismos elementos. 
El segundo grupo de genes analizados conjuntamente es el constituido por tres genes 
(TtGSTM41/TtGSTM42/TtGSTM43) que presentan ~96-97 % de homología nucleotídica entre 
ellos (Figura 53), e igualmente se encuentran cercanos en la misma región cromosómica (Figura 
50). Su expresión conjunta viene también ratificada por los elevados niveles de inducción rela-
tiva obtenidos en algunos tratamientos (Figura 61B), probable fruto de la suma de expresiones 
de más de uno de ellos. Al igual que el grupo previo, este segundo grupo responde al Cd2+ (24 
h) con elevados niveles de inducción (Figura 61B), aunque menores que aquel. También respon-
de con una inducción significativa al Cu2+, As5+, Pb2+ y Zn2+, al igual que al sustrato e inductor 
CDNB.
Pero, a diferencia del grupo anterior (Figura 60C), este grupo responde al PQ significati-
vamente y no responde al estrés por pH (Figura 61B). Al igual que en el grupo anterior, estos ge-
nes no se han detectado en genotecas y sus niveles de expresión son bajos en las condiciones 
TtGSTM27     5’ ATA---------TTAT----TTA---TAAATTATTTCA---AA-CAGTTTTCTTCATTTTTAAATATCAAATATTATATAA
TtGSTM28     5’ GTAATTAAAAAATTTTTCATTTATTTAAAATTATTATAGAAAATCAGTTTTCTTT--TTTTTAATATTAAATATTCTATAA
TtGSTM29     5’ -TA---------TT------TTA---AAAATAATTTTAGAAAATAACTTTACTTCATTTATAAGTATTAAATATTTTATAG
TtGSTM27        TGGACAGATGAATGGAATAATAATTGATTCATTTATGAAAACTGATTGTAAAAATAA-ATATTAAAATTAAAAAAAATTGT
TtGSTM28        TGGATGGAT-------TTACTGAGTGATTTATTTATGAAAACTGGTTTTAAAAATAAAGTATTAAAATTAAAAAAAATTGT
TtGSTM29        TGGATCTAAAAATGAATGGATGATTGATTCATTTGTGAAAACTGGTTATAAAAATAG-GTATTAAAATTAAAAAAAATTGT
TtGSTM27        AAAAATCAAATAGTAAATTTTTAAAATCAACAATGATTTTTGCAAAAAATTTAATTTATCTATTTCATTGAGGATAAAATC
TtGSTM28        AAAAATCAAATAGTAAATTTTTT-AATCAACAATGATTTTTGCAAA-AATTAAATTTATCTATTTCAT-AAGGACAAAATC
TtGSTM29        AAAAATCAAATAGTAAATTTTTT-AATTAACAATTAATTTTGCAAA-AACTTAATTTATCTATTCCAT-AAAGATAGAATC
TtGSTM27        AAATTTAACA-AATAGAACAAATAAAGAAAATTTCCAACAAAATTAACAAATCTAAAACTTAATATTAAAGTTTAGAAATA
TtGSTM28        AAATTTAAGAAAATAGAACAAATAAAGAAAATTTCCAACAAAATTAACAAATCTATGACTTAACATTAAAGTTTATTAC--
TtGSTM29        AAATTTAACAAAATAGAACAAATAGAGAAAATTCAGAACAAAATTAACAAATCTAAGACTTAAAATTAAAGTTTAGAACTT
TtGSTM27        AATGAGAAAATTATAAATTTGTAAAAATTTGGCTTATTTAAAATTTTTTTCTTATTTTTATCTAAAATTCTTAAATCTAAA
TtGSTM28        AAAGAGAAAATTATGAATTTGTAA-AATTTAGCTTATTTAAAATTTTATTCTTATTTTTATCTAAAATTTCTAAATCTGAA
TtGSTM29        AATGAGAAAATTATGAATTTGTAAAAATTTGGCTTATTTAAAATTTTTTTCTTATTTTTATCTAAAATTCCTAAATCTAAA
TtGSTM27        CAATTCTGATAAGCACGTTTTTTTAAGAAGTGTTTCAAAGCTATTTAAAATATAATAATAAAATAATAAAAACATAAA-AT
TtGSTM28        TAATTCTGACAAGAATGTTTTTTTAAGAAATTTATCAAAGCTT--ACAAAT--AAATATAA---AATAAAAACATAAA-AA
TtGSTM29        TAATTCTGACAAGCACGTTTTTTTAAGAAGTGTTTCAAAGCTATTTAAAATATAATAAAAAAATAATAAAAACATAAAAAA
TtGSTM27        AGAATATAAAGAATAAAAAATAAATAATTCAAGAAA-A 3’
TtGSTM28        AGAATATTATAAATAAAAAATATA-AATTCAAGTAAAT 3’
TtGSTM29        AGAATATTAGAAGTAGAAAATATAAAATTCAAACAA-A 3’
Figura 102. Alineamiento de los primeros 500 pb de las regiones 5´UTR de los genes TtGSTM27, Tt-







ensayadas en los microarrays (Miao et al., 2009). También, se ha llevado a cabo un alineamiento 
de los primeros 500 pb (respecto del codón de inicio) de las regiones 5´UTRs de estos tres ge-
nes (Figura 103), observándose un elevado nivel de homología (~ 58-59 %) aunque menor que 
lo observado en el grupo previo, por lo que igualmente también podrían presentar elementos 
comunes de regulación de la expresión. 
4.7 Consideraciones finales sobre la expresión de los genes GSTs de T. thermophila.
En la Tabla 26 se resume de forma gráfica los patrones de inducción significativa para los 
diferentes tratamientos de los 16 genes GSTs cuyo análisis se ha llevado a cabo individualmente 
y los de los dos grupos de 3 genes parálogos cada uno (todos de la clase Mu).
De estos resultados globales se infieren los siguientes puntos: 
1) La comparación entre patrones de expresión refleja cierto nivel de expresión diferen-
cial entre algunos genes GSTs. 
2) TtGSTM3 y TtGSTZ2 responden frente a un pH ácido y/o básico a diferencia del resto 
analizado.
3) Muchos de ellos (~56 %) responden frente a los metales pesados más tóxicos (como 
el Cd2+ y el As5+), mientras que frente a metales esenciales como el Cu2+ sólo responden 4 genes 
GSTs (~25 %) de los analizados. 
TtGSTM41     5’ TGAATATAAAAATGATAAAAAACAAATATTA-TTTAATAATTTAAATATATTATACTAA-ACAATCATAATCTTGAAGCGA
TtGSTM42     5’ ---ATATAAAAATTTGGTTATTTATGTAAA-TTTTTATAATTA-TAAAAGCAACATTTGA----TCAAAAT-TGC-----A
TtGSTM43     5’ T-TATATGTGATT-TTTTTATTGTAAGATAATTTTATTATTTTTTGTAGATAGGATTATTACAAT-ATTTTTTTGAA----
TtGSTM41        ATCCAAAAT-TTTT-AATGCTGGCAA--ATTTTATTGAATTAATTGTGTTACTATAAATATG---AATGAAAATAGTGTAA
TtGSTM42        ATACTTAAT-TATT-AATCTTAGATAT-ATCTTTCTTTGATAACAATAAT---ATGAATAAGTATAGCTGATCTAAGGTAT
TtGSTM43        -AAGTAAATATATTAAATTCTGAAAGTGGTGTTACTGTGTT---TTTGAT---ATAAATTTGTGTAATTAAAATCTTGTTT
TtGSTM41        ATCATTAAAGTTA-------CTT--TAA-TTTTTTATTTTTTGTAGTAACAAAAAAATTAGAGAT-ATTAAATTCTTATGA
TtGSTM42        AGCATAGCAATAGGT-----CTT--TTA-TTTTCTATTATTCTTA----CTATTATTTTATAAACAATTATACTATTT-TA
TtGSTM43        GATATAGAAGAAAATTATTTGTTTGTTACAAAATTATCACGCGG--AAAATAGTAATTGATAAATAAATAAATTAA--TTA
TtGSTM41        ATTTGTGTT--TTTGATAGATTCTAATCTAATGCTTAACTAA-TT-TGATTTTTTTTCTTTTTTTTTTCTACGAGAGAAGA
TtGSTM42        AATAGCTGT--ACTAATA--TT-T--TTTAAAGCTT---TTATTT-TAATTTATTTAG-ATTTTAATTGTA--GAAGAAAG
TtGSTM43        ATTAGTACCTAGTTAACA--TT-T--ATTAT-CCATTATTCGTTTTTCATGCATTCAT-ATATTC-----ATTCATTAAAA
TtGSTM41        TTGATCTAAATTAGAA---AGAAATTAA---TCTTAT-------AAAATCTAATTAAAAAAGTTA-GTATTGGCTGAAAAA
TtGSTM42        TTAACCAAAATTTGTTTTTTCAAACAAAGGATTTGATTAT-----TAGTCAAATAGTTATAGATTTG--TTAACTAGAAAA
TtGSTM43        TTGATTGAAATTGAAG---TCATAGAAA---TCTGAAAAAGAAAAAAATCTGATTAATACTTCTATGTAGAGTTTGAA--T
TtGSTM41        ATTA--CTTTAAAAATCAAAATCATTT--A-AATTAATCTAAA-ATT---GTATAAATAAAA-TTCAATTTTGTAATTTTA
TtGSTM42        ATAAATAATTAAAATTATAGATTAGTTATACATTCAGTCTTAAAATATCTTTATTTATAAAC-CTTAATTTAATAAAAAAA
TtGSTM43        GTAGCGAATATATCATATAAATA-TCT--AAAATAAATCATAA-ATA---TTATTGATAAAAAGTTAAATT----ATTTAA
TtGSTM41        CCACAAAAGACTT---AAC-AAAGCATAATAAAGAAAAAAAAAGATA-----TATAAAAAG--AAATA--AAGAA 3’
TtGSTM42        TTA-AATTGACTTTAAATCTAAAA-ACGAAAAATTGA-AAAAAGATAGCACAAACTAATAAACAAATT--ATTGA 3’
TtGSTM43        T---AAAATATAA---AAC-AAAG-ACAATAAACTAA-TTGCAGATCTCTTTCGCAATTT---GAATAGATAGAA 3’
Figura 103. Alineamiento de los primeros 500 pb de las regiones 5´UTR de los genes TtGSTM41, Tt-































































































































































































































































































































































4) Muchos (~44 %) de los genes que responden a metales pesados responden además 
frente a estrés oxidativo originado por compuestos orgánicos (PQ o MD). 
5) Los genes GSTs específicos de especie (TtGSTN1 y TtGSTN2) junto con el TtGSTM9 y 
TtGSTZ1 son los que muestran una mayor especificidad y selectividad en su respuesta al estrés 
(sólo se inducen frente a tres o cuatro agentes o condiciones de estrés diferentes).
6) Mientras que el TtGSTM3, TtGSTO1 y el TtGSTZ2, son los genes que muestran una res-
puesta estrés más amplia o frente a un mayor número de agentes o condiciones de estrés. 
7) Hay genes GSTs, como TtGSTM15, TtGSTM40 o TtGSTM47,  que no responden a ningu-
no de los agentes o condiciones estrés utilizados en este análisis o sólo a su sustrato (CDNB). 
Sin embargo, según los resultados del microarray (Miao et al., 2009) ambos genes se expresan 
durante el ciclo crecimiento-división y en el proceso de conjugación (Figura 97), por lo tanto 
podrían ser genes ligados al ciclo de vida normal del ciliado y no responder a estrés celular (al 
menos con los agentes estresantes utilizados). 
8) Estos genes responden (con diferentes niveles de inducción) al sustrato e inductor de 
GSTs (CDNB), excepto el gen TtGSTM40. La afinidad por el sustrato CDNB varía para cada clase de 
GST, y algunas de las más “primitivas” GSTs (las más cercanas a la proteína ancestral) tienen muy 
poca o ninguna actividad con sustratos típicos de GSTs (como el CDNB), entre ellas las GSTs de 
clase Omega o Theta (Zimniak, 2007). Sin embargo, los genes seleccionados de T. thermophila 
de ambas clases (TtGSTO1, TtGSTO6, TtGSTT1 y TtGSTT3) (Tabla 26, Figuras 62B y C, 63A y B) son 
considerablemente y significativamente  inducibles por CDNB, independientemente de que 
pueda o no ser utilizado como sustrato para estas enzimas. Por lo tanto, parece ser que el carác-
ter “sustrato de GST” e “inductor de la expresión de genes GSTs” podrían ser independientes. 
La evolución de genes parálogos por duplicación y posterior divergencia es uno de los 
mecanismos más universales de creación de nuevos genes y la base del origen de muchas fami-
lias génicas. Recientemente (Sánchez-Pérez et al., 2008), se ha introducido el concepto de eco-
parálogo en procariotas a raíz del análisis del genoma de la bacteria hiperhalófila Salinibacter 
ruber. Ecoparálogos se puede aplicar a los genes con pocas diferencias en sus secuencias, que 
originarían proteínas similares, pero la expresión de cada gen parálogo responde a diferencias 
ecológicas o ambientales. El origen de estos genes ecoparálogos podría deberse a duplicación 
génica y subsiguiente divergencia. La redundacia génica se considera que confiere cierto grado 
de robustez al organismo, ya que puede mantener un fenotipo estable bajo cambios heredita-
rios y/o ambientales. La redundancia genética no sólo se da en procariotas, también existe en 









como se ha comprobado tras la secuenciación de los genomas macronucleares de T. thermophi-
la (Eisen et al., 2006) y Paramecium tetraurelia (Aury et al., 2006). La redundancia génica puede 
explicarse como la consecuencia de alguno de los siguientes procesos selectivos: una elevada 
dosis proteica (dando origen a genes duplicados idénticos), diversificación de proteínas (dando 
origen a parálogos divergentes) y/o adaptación a cambios ambientales (dando origen a ecopa-
rálogos de divergencia intermedia). 
En la familia de genes GSTs de T. thermophila tenemos un buen ejemplo de redundancia 
génica y de posibles genes ecoparálogos. Así, por ejemplo; el par TtGSTM3 y TtGSTM4 (con 94 
% de identidad en la secuencia aminoacídica) (Figura 53), y localizados en el mismo cromoso-
ma (Figura 50) se expresan diferencialmente ante la acidificación o alcalinificación del medio 
(Tabla 26), o el par TtGSTZ1 y TtGSTZ2 (con 84 % de identidad) y localizados en el mismo brazo 
cromosómico (Figura 50), y que, igualmente, presentan patrones de expresión diferencial fren-
te a diferentes agentes estresantes ambientales (como el PQ, el Zn2+ o el Cu2+) (Tabla 26). Muy 
probablemente existan otros muchos ecoparálogos dentro de esta familia génica de GSTs, que 
responden diferencialmente a distintos factores ambientales (aún por descubrir), y mantienen 
una divergencia intermedia o baja (elevado % de identidad).
5. TIORREDOXINA REDUCTASAS (TrxRs) Y GLUTATIÓN REDUCTASA (GR) DE Te-
trahymena thermophila.
La familia de piridina-nucleótido-disulfuro oxidoreductasas incluye enzimas tales como 
glutatión reductasa (GR), tripanotión  reductasa (TryR), reductasa de cationes Hg2+ y tiorredoxi-
na reductasas (TrxRs) procariotas y eucariotas. El denominado sistema tiorredoxina está consti-
tuido por la tiorredoxina (Trx), la TrxR y el NADPH (como fuente de poder reductor) (Powis and 
Montfort, 2001). En la Figura 104, se muestra un esquema de las reacciones redox catalizadas 
por el sistema tiorredoxina en mamíferos. La TrxR es la única enzima capaz de reducir el sitio ac-
tivo de la Trx, que a su vez cataliza la reducción de enlaces disulfuro de muchas proteínas (Figura 
104). La Trx tiene múltiples e importantes actividades biológicas, a saber: actúa como factor de 
crecimiento, tiene propiedades antioxidantes ya que es un eficiente donador de electrones tan-





También la Trx es, una fuente de poder reductor para la ribonucleótido reductasa que cataliza 
la conversión de ribonucleótidos en desoxirribonucleótidos (el primer paso en la síntesis del 
ADN, esencial en la proliferación celular), activa la unión con el ADN de numerosos factores de 
transcripción involucrados en la respuesta al estrés oxidativo (como el AP-1), la apoptosis y la 







la homodimerización de la propia Trx) (Powis and Montfort, 2001). Las TrxRs son una diana para 
la quimioterapia del cáncer, ya que tanto los genes TrxRs como el de la Trx se sobre-expresan en 
muchos tumores agresivos y participan en la carcinogénesis y la resistencia a drogas. Muchas 
drogas usadas en clínica y agentes para la quimio-prevención del cáncer son inhibidores de Tr-
xRs. Su inhibición bloquea la actividad mediada por la Trx en la síntesis del ADN y en la defensa 
contra el estrés oxidativo (Holmgren and Lu, 2010).
Existen dos formas de TrxR, que son estructuralmente diferentes (Williams et al., 2000); 
las L-TrxRs (de baja masa molecular) y las H-TrxRs (de alta masa molecular), aunque ambos 
tipos realizan la misma actividad (reducir la Trx). Los microorganismos procariotas (bacterias 
y arqueas), muchos microorganismos eucariotas y las plantas presentan L-TrxRs (que no son 
selenoproteínas), mientras las H-TrxRs (algunas son selenoproteínas) se encuentran en los ani-
males, algas verdes y algunos protozoos parásitos (phylum Apicomplexa) como Plasmodium 
falciparum. Algunos autores (Hirt et al., 2002) creen que la  presencia de una H-TrxR en este pro-
tozoo pueda ser consecuencia de un proceso de trasferencia horizontal de genes entre el ani-
mal hospedador y el correspondiente parásito. La H-TrxR del mosquito Anopheles gambiae y la 
del protozoo parásito P. falciparum comparten un 45 % de identidad de secuencia (Bauer et al., 
2003). Igualmente, ambas no son selenoproteínas, sin embargo el extremo C-terminal y el se-
gundo centro catalítico de ambas enzimas son distintos, y la disposición de las 2 Cys terminales 
es diferente. En el mosquito las dos cisteínas finales están contiguas según la secuencia TCCS, 
mientras que en estos protozoos parásitos las dos cisteínas están separadas por 4 aminoácidos 
(CXXXXC) que varían según la especie (Bauer et al., 2003). Hirt et al. (2002), expusieron la teoría 
de la trasferencia horizontal para estos genes, pero señaló que no existen pruebas suficientes 
para corroborarla, indicando que los datos sobre las TrxRs de protozoos eran escasos y aventuró 















Figura 104. La fuente de poder reductor es el NADPH, el cual cede electrones a la FAD de la TrxR, luego al 
disulfuro de la región N-terminal de una de las subunidades de la TrxR, y finalmente al lugar activo C-terminal 
Gly-Cys-Sec-Gly de la otra subunidad de la TrxR. La Trx oxidada se reduce gracias a los electrones transferidos 









Las H-TrxRs de mamíferos, a diferencia de las bacterianas, son muy similares a la enzima 
glutatión reductasa (GR), tanto en su estructura como función, pero la TrxR tiene una región 
adicional (~16 aa de longitud) en su extremo C-terminal, el cual contiene otro motivo redox 
activo (Arner, 2009). Este motivo en algunos organismos, involucra la presencia del denomi-
nado aminoácido “Nº 21” o Selenocisteina (Sec, código de tres letras o U, código de una letra), 
que sustituye el azufre (S) por selenio (Se) en una Cys del extremo C-terminal, lo que le confiere 
características únicas presentes en las selenoproteínas gracias a las características redox y ele-
vada reactividad del Se. La biosíntesis de selenoproteínas involucra la existencia de un meca-
nismo único de incorporación de la Sec durante la traducción. Este mecanismo inserta Sec en 
un codón stop (UGA) gracias a la existencia del correspondiente ARNtSec (Lu and Holmgren, 
2009). La maquinaria biosintética de selenoproteínas incluye una estructura secundaria especí-
fica en la región 3´UTR del correspondiente ARNm denominada SECIS (Sec Insertion Sequence), 
un factor específico Sec de elongación, el ARNtSec, una proteína específica de unión a SECIS 
(SBP2), la proteína ribosómica L30, una proteína de unión al ARN de 43 KDa y la proteína SPS1 
(serina/treonina kinasa) (Lu and Holmgren, 2009).
La estructura 3D de las H-TrxRs es similar a la de la GRs, ya que presentan dominios de 
unión a ambos FAD y NADPH, junto con una región inter-fase entre la región N-terminal y la C-
terminal. Todas la H-TrxRs tienen un motivo CXXXXC involucrado en la formación reversible del 
disulfuro en la región de unión a FAD, además en su extremo C-terminal tienen un segundo sitio 
activo conservado que puede ser CC o CU, con la excepción de los protozoos del grupo apicom-
plexa, que tienen un segundo motivo CXXXXC en la región C-terminal (Figura 105). Diferencias 
en la presencia o no de Sec y los motivos catalíticos presentes en las regiones N- y C-terminales 
hace que las H-TrxR se puedan dividir en 4 tipos de organización molecular diferentes: Tipo-1 
(Aplicomplexa) (con un segundo motivo CXXXXC en el C-terminal); Tipo-II (insectos) (con un 
motivo CC en el C-terminal); Tipo-III (algas, mamíferos, platelmintos, cnidarios y cordados) (con 
un motivo CU en el C-terminal) y Tipo-IV (algunos mamíferos) pueden tener un motivo Grx 
(glutationredoxina) (CXXC o CXXS en el N-terminal), haciendo que sean más similares a TGRs 
(tioredoxina-glutatión reductasas) (Jacquot et al., 2009) (Figura 105). 
En el genoma macronuclear del ciliado T. thermophila hemos encontrado 5 homólogos 
de H-TrxRs, que hemos denominado TtTrxR1-TtTrxR5, los cuales codifican para proteínas con 
masas moleculares que oscilan entre ~53 y 73 KDa, incluyendo a la TtTrxR5 que aunque su 
ORF está insertada en una ORF considerablemente mayor de 278 KDa (2.387 aa), al eliminarla 
de dos regiones presumiblemente codificantes para proteínas sin aparente homología (véase 







(485 – 638 aa) están dentro del rango de las típicas longitudes de otras H-TrxRs (~500 aa). Por 
lo tanto, junto con protozoos parásitos del grupo apicomplexa (como P. falciparum, entre otros), 
el protozoo ciliado de vida libre T. thermophila presenta igualmente H-TrxRs. En la Tabla 27, se 
muestra la presencia y/o ausencia de las tres principales enzimas de la familia de piridina-nu-
cleótido-disulfuro oxidoreductasas (TrxR, GR o TryR) en los protozoos en que se ha estudiado. 
Los dos ejemplos del phylum Alveolata son los únicos que presentan H-TrxR (probablemente 
existan otros, como en Paramecium), que coexisten con GRs. El resto de los protozoos analiza-
dos o no tienen TrxR (sustituyéndola por GR y/o TryR) o la tienen del tipo L-TrxR como única 


























Figura 105. Representación esquemática de la configuración molecular de una TrxR y una TGR están-
dar. Abajo, se representan los cuatro posibles tipos de configuración de las TrxRs actualmente conocidas.
Phylum Protozoo TrxR GR TryR Referencia
Amoebozoa Entamoeba hystolitica L-TrxR - - (Loftus et al., 2005)
Retortamonada Giargia lambia L-TrxR - - (Morrison et al.,2007)
Axostylata Trichomonas vaginalis L-TrxR - - (Muller et al., 2003)
Heterolobosa Naegleria fowleri - + + (Ondarza et al., 2006)
Euglenozoa
Euglena gracilis - + + (Montrichard et al.,1999)
Trypanosoma sp - - + (Krauth-Siegel & Comini, 2008)
Alveolata
Plasmodium falciparum H-TrxR + - (Kapoor & Banyal, 2009)
Tetrahymena thermophila H-TrxR + (1) Este trabajo
Tabla 27. Presencia (+) o ausencia (-) de tiorredoxina reductasas (L- o H-TrxR), glutatión reductasas 









El análisis de identidad (Figura 69) nos indica que los mayores valores de identidad de 
las TrxRs de T. thermophila los muestra con las H-TrxRs de mamíferos (hombre y rata), y entre 
ellas es la TtTrxR1 la que tiene mayor similitud (59 % con la especie humana ó un 58 % con la 
rata). Igualmente, el árbol filogenético inferido de las secuencias aminoacídicas (Figura 70) nos 
muestra que todas las TtTrxRs pertenecen al grupo de las H-TrxRs  con un origen común. Este 
grupo está conectado con el de las GRs, pero completamente separado de las L-TrxRs. Además, 
las estructuras 3D inferidas de algunas de las TtTrxRs (Figura 71) muestran elevadas similitudes 
estructurales con una precisión del 100 % y un valor-E = 0 (máxima fiabilidad), con las H-TrxRs.
Tres de estas TtTrxRs (TtTrxR1, TtTrxR3 y TtTrxR4) contienen Sec en el C-terminal de la 
proteína (Figuras 24A, 26A y 27A del Anexo II) en un dominio redox GCUG (TtTrxR1) (como en 
algunas H-TrxRs de mamíferos) (Jacquot et al., 2009; Lu and Holmgren, 2009) o SCUR/A (TtTrxR3 
o TtTrxR4). Las dos restantes TtTrxRs(TtTrxR2 y TtTrxR5) contienen 2 Cys en los motivos redox 
activos del C-terminal, del tipo LCCG/A (TtTrxR2 y TtTrxR5, respectivamente) (Figuras 25A y 28A 
del Anexo II). Como las cinco TtTrxRs son H-TrxRs, todas contienen el motivo catalítico CXXXXC 
del tipo CVNVGC (típico de mamíferos) (Arnér, 2009) (Figura 106). Por consiguiente, las H-TrxRs 
de T. thermophila se podrían incluir en las de tipo-II (como la de insectos) (TtTrxR2 y TtTrxR5) y 
de tipo-III (las tres selenoproteínas) (como las de mamíferos) (Jacquot et al., 2009) (Figuras 105 
y 106). 
Como ya se indicó anteriormente, las selenoproteínas presentan las denominadas se-
cuencias SECIS (Martin et al., 1996) en la región 3´UTR del ARNm a una distancia de 50-110 ba-
ses del verdadero codon Stop (estructura fundamental para llevar a cabo la incorporación de la 
Sec en un codón UGA presente en la ORF de la proteína). La presencia de un ARNtSec en T. ther-
mophila que puede introducir Sec en un codón UGA, ya fue demostrada en 2005 (Shrimali et al., 
2005), e igualmente, también ha sido detectada la presencia de secuencias SECIS en la región 
3´UTR de tres de las TtTrxRs, (Coyne et al., 2008). Estas TtTrxRs (TtTrxR1, TtTrxR3 y TtTrxR4) pre-
sentan secuencias SECIS (Figuras 24A, 26A y 27A del Anexo II), localizada a 161 bases del codón 
Stop en el gen TtTrxR1 (algo más alejada del codón de parada respecto de la distancia en que 
generalmente se encuentra) o a 60 y 91 bases en los genes TtTrxR3 y TtTrxR4, respectivamente. 
Sus estructuras en horquilla (Figura 66) son similares a las que presentan las 3´UTRs de seleno-
proteínas de algunos gusanos platelmintos (cestodos y trematodos), e igualmente presentan el 
cuarteto de bases AUGA (presente en mamíferos, insectos y gusanos platelmintos). La horquilla 
principal (en algunas secuencias SECIS puede haber otras 1 ó 2 horquillas secundarias) comien-
za en el nucleótido uracilo (la segunda base del cuarteto AUGA conservado), el cual junto con 







TtTrxR1      --------------------------------------------------------------------------MDVEFKY----
TtTrxR2      --------------------------------------------------------------------------MEIEIQE----
TtTrxR3      MFCKLKRINSGLRYYFSSNQQQNQHQNYFNFQNQDNNSTSQQSANNFEFKNEENYQKNDNQGSQNSQFDEIELPPFSDQQDEDEK
TtTrxR4      --MILKSLKN----------------------------KSQQLYKGFQIKSLQTQLAKSNFSTGFKGFNLQKKKPLIDEK-----
TtTrxR5      --MINK------------------------FQKH----------------FVDSQARFGLEFISRKYFSFKKIDLNIKKQEQ---
TtGR1        ---------------------------------------------------------------------------MQQQQQQ---
TtTrxR1      ---------------------DFFVIGGGSGGLAAAKEAASFGARVAVADFVKPSPVGTKWGLGGTCVNVGCIPKKLMHFAASYG
TtTrxR2      -------------------EFDFFVIGGGSGGLAASKEAAQFGVKVGLADFVDPTPIGTKWGLGGTCVNVGCIPKKLMHYAATYG
TtTrxR3      QDENKIQYLSQEKNDILHQKYDVAIIGGGSAGLSFALEAHKLGMKTILFNFVEPTFRGNKWGLGGTCVNVGCIPKKLFHTASIIK
TtTrxR4      ---------------VNKQHYDVAIIGGGSGGLAFAFEAQKLGMKAVVFDFVEESTQGNSWGLGGTCVNVGCIPKKLMHTAALYK
TtTrxR5      -----------------NKEFDFFVIGGGSGGLAASKEAAQLGAKVGLADYVAPTPIGTSWGLGGTCVNVGCIPKKLMHIAAQYG
TtGR1        -----------------EYQYDYFVIGGGSGGQASAKEAASFGARVGLADFVKPSPQGSTWGLGGTCVNVGCVPKKMFHYASEFG
TtTrxR1      ESHEAQKNMGWTE---------------IKEKN-KHEWQPMVERVQAHIKKLNWGYKVELAEKEVKYYNSLASIVGKNTIELTN-
TtTrxR2      ESMEMQRISGWKN---------------VNEEQKTHEWQKLVERVQNNVKKTNFGYKVALRENKVKYFNYYASLVDKNTIKLEN-
TtTrxR3      DSLLKSADFGFGGDRQQFQIDLDHNNEPKNKQLLNFRWRQLVSNVQNYISDLNLGFEAQLINRSIPYVNALATLGDKNTIYYTTN
TtTrxR4      EVILNSSGYGF---------DLEGKNLEEKYKQEYLVWQHLVNNVQSYIKSINFGYKKSLGELNIDYVNAFASFYDKNTLVFSPK
TtTrxR5      ESYEQQEISGWN----------------VNRQSIQNNWIQLVHRIQENVKRTNFGYRVSLRENKVTYFNSLATIIDQNTIKLQSG
TtGR1        DILEHQRNAGW----------------EVPHN-INHNWSTLVNKVQTYIKRLNGIYMDALKDKKVTYYNAFASLKDKNTIQLED-
TtTrxR1      ----------------RKGEKEQVTAKYILIAVGGRPTFLD---IPNTEKLVITSDDIFSMQNPPGKTLVVGASYIALECAGFLA
TtTrxR2      -----------------KTGVIYVKAKHILISVGGRPNYLP---HID-SKLIITSDDLFSLQTPPGKTLIAGGSYIALECAGFLN
TtTrxR3      KYDLYDAIQRRDFSKLISQQI---KADYIVIAVGGRPKYIK--ECENSEKYSITSDDIFSLKNPPGKTLVLGSGYIAFESAGFLS
TtTrxR4      VDAISGFLKDNESYKANTEQLGYVTADKIVVAVGGRPQLLSDSQCQNSNKYAITSDDIFMQKKPPGKTLVIGGGYIALECSGFLS
TtTrxR5      E---------------QLKDAIYVKAKQILISVGGRPNYLP---HID-RNLVITSDDLFSLTKPPGKTLIVGASYIALECAGFLN
TtGR1        ----------------INGNKTEVTSKYILLALGGRPKYLDE--IPNIRELAITSDDIFFQNTPPGKTLVVGASYVALECAGFLN
TtTrxR1      GFGYDVTVMVRSILLRGFDQEIAEKIGEYMARHG-TKFIRGTVPHHIEATPDGRRRVVWKSPVEGQGDVEEIFDTVMLAIGRTSD
TtTrxR2      GLGYDVTVLYRSVLLRGFDQDVAERMQTYMAHHG-VKFVQGEI-KDVKQLENETKQVVYTN-----GSS-DTFNTVLLAIGRIPN
TtTrxR3      NLGMNTTLMARGQYLREFDQDIAQMIVEDMKQFNGVRFIQHSVPYKIEKDDKDYVVCYKSIKNNDE--QCDKFQTVLQAVGRQPN
TtTrxR4      TLGYDTTMMTRSLYLREFDQDIAKMILENIQTHSKVKVVPTSLPVSLEKVDEDTLKVKIQNQEDKSKIYEDTFNTVLMAIGRKPN
TtTrxR5      GLGYDVTVLYRNKILSGFDQDVAQKLQEYMSYHG-VKFVKDEI-KHISTHNESQREVTFNF-----GGQKEIFDTVMLAIGRVPN
TtGR1        GLGYDVTVLVRSKVLANFDQEFAQKVKLFMQKHG-VKFIEGAVPTSIKLSEQGQDLKHVEYKNTQTGELVGQDHFKTVLIAVGRG
TtTrxR1      TKNIGVETMGIKTK-PNGKIIA---NDDDTTNVENIFAIGDCVDKRPELTPTAIKAGRLLARRLFNGDTK-----------LMDY
TtTrxR2      TKKLGLENVGIPVT-KSGKIQS---DDLDRTTVENIYAIGDAVEGRMELTPLAIKAGRYLARRLYNNENI-----------SLDY
TtTrxR3      VSLLNLDQIGVQVHSETKKIIGGYNEDSERTSVDNIFSVGDVLHGVPELNPIAQMSGKLLAHRIFGLKMN--DNMKYYNRHKMDY
TtTrxR4      TQKLNLEKVGVQLNQKNKKIQGRFNDELEQTSVEGIYALGDVLDGVPELTPVAQKQGQLLARRIQHKKENKEPNTVFIQKNSMDY
TtTrxR5      TQSLGLENVGVKLS-KNRKILA---DQKDQTSVSNIFAIGDAVEGRMELTPVAIKQGRFLAQRLFNNQNE-----------LVDY
TtGR1        AQTKGVNLEQVGVQLTKDGKIVCD-DS-DTTAIPNIFSVGDCVEGRLELTPTAIKAGRMLARRLFNNQ-----------KQLMQY
TtTrxR1      NSIPTTVFTPIEYGTIGLSEEDAKTKYGEDNIKVYYSIFTPLDWSYSDHKHDD------KGHAKLIVNKADDERVVGFHYLGPHA
TtTrxR2      KIVPTTVFTPIEYSAIGLTEEEAIKTYGSENVWSYVSKFKPLEWVLSDKDNDS------RGYCKLIVHNKQNERVLGLHYLGPHA
TtTrxR3      NCIPTTLFTPQEYSFVGLNEEQALQQYGKDRVEIYHSRFTPLEEQLTFSYDDQGNIIKRKSYCKLICDKFDNNRILGMHYFGPNA
TtTrxR4      NDFPTTVFTPVEYSCAGYSEKQAVEKFGEENIEVYHSKFTPLEEQLSPRVDENFDTIYRKAYAKVICNKLDNERVVGIHYLGPNA
TtTrxR5      NTIPTTIFTPLEYSCIGLSEEQAIQKFGQENIWCYVSKFKPLEWTFSEKDNKS------RGYCKLIVNRQDNERIIGLHYLGPNA
TtGR1        HNVPTTIFTPLEFGTVGLSEEQAAKKYGKDNLNIWISTFKPMDWQYSV--AKQDD----RAICKLITVKNDNDKVIGLHYIGPQA
TtTrxR1      GEVTQGFAIAFKFKATKANFDDVVGIHPTYAEEFTTLKNVKGEGEAQES-GCUG
TtTrxR2      AEVAQGFAVAMQLGATKADFDKTVAIHPSSAEELVLLKQIKGISETDEW-LCCG
TtTrxR3      GEVMQGYAVAFKMNLFKHQLDSSVGIHPTCAEELLNLKVTKSSGEDFDKDSCUR
TtTrxR4      GEVMQGYGVAMKLGMTKADLDRTVGIHPTTAEEFTNLSITKASGEDCEKTSCUA
TtTrxR5      AEVAQGYAVAFQMGATKRDFDKTIAIHPSSSEEFVLLKQIKGISETEEW-LCCA
TtGR1        AEVTQGFAVAIQMGANKEDFDNTVAIHPSYAEEFVLLRTPRL------------
Figura 106. Alineamiento de las diferentes TtTrxRs junto con la TtGR1. En sombreado amarillo se destaca 
el motivo CXXXXC (típico de las H-TrxRs), y en azul la región catalítica C-terminal compuesta por dos CC o por 









y Crick, la adenina aparea con la guanina y el uracilo con cualquier otro nucleótido (Figura 66).
La horquilla principal (en mamíferos) suele tener entre 12 y 16 pares de bases, tras la cual, hay 
un lazo de bases desaparedas que contiene 2 ó 3 adeninas (Krol, 2002; Kryukov et al., 2003). 
Un alineamiento entre diferentes secuencias SECIS (Figura 107) de diferentes selenoproteínas 
muestra la elevada conservación del cuarteto AUGA entre organismos filogenéticamente muy 
alejados. Igualmente,  presentan el par AA (localizado en una región-bucle apical de no aparea-
miento) (Figura 66) y la región conservada UGA (de unión no canónica con bases del cuarteto 
antes citado) (Figura 66 y 107). El rango de longitud de las secuencias SECIS está entre 93-103 
bases (Figura 107). 
5.1 Características de la ORF que contiene la TtTrxR5 de T. thermophila.
En la base de datos del genoma de T. thermophila (www.ciliate.org) el elemento deno-
minado TTHERM_00723630 se identifica como un único gen u ORF (de 9.171 nucleótidos) con 
8 intrones. Este elemento contiene una posible sub-ORF que hemos identificado como TrxR 
y denominado TtTrxR5, la cual presentaría dos pequeños intrones, y que se extiende desde el 
nucleótido 3.545 (codón de inicio ATG, que inicialmente estaría en la parte final del 1º intrón 
según la ORF original de la base de datos) hasta el nucleótido 5.223 (codón de parada TGA) 
(Figuras 67 y 28A del Anexo II). Por lo tanto, la ORF de este gen TtTrxR5 tendría 1.572 bases (523 
aa) (Figura 108). 
TtTrxR1        -AAAUAAUACCUUCAACUGGUA-GGAAUAUAAUGAUUAGAGAACUCCUAACCUCACUGAGGAGGGUUUUCUA---UGAGGCAA
TtTrxR3        -AAUUUAUAUAUCUUAAAGAUGUAUAGUAUAAUGAUAGCAAAUCUCGAAAAUCUU-AGGAUUGGGAUUAGGCU--UGAAUAG-
TtTrxR4        -AAAACAAAGUUAAUUUAUCUAAUAUGGAAAAUGACGAAUUUAGUCUAAACUGUAAAACAGGGAUUAAAUUC---UGAAAAAU
Gpx3(Mus)      CGUGUACCCCAGGUCAGGGGUG-GUGUCUCUAUGAAGG-AGGGGCCCGAAGCCCU-UGUGGGCGGGCCUCCCC--UGAGCCC-
Txnrd2(Rattus) -CAGCCUUCACACACUGCCAGU-GUCAGAUGAUGACGGCCUGUGCAGAAACCCCCACGUGGGCUGCCCAGGUU--UGAAC---
SEPN1(Homo)    -----CAGUGGCUUCCCCGGCA-GCAGCCCCAUGAUGG-CUGAAUCCGAAAUCCU-CG---AUGGGUCCAGCU--UGA----U
TXNRD1(Homo)   -AUUUGGCAGGGCAUCGAAGGG-AUGCAUCCAUGAAGUCACCAGUCUCAAGCCCA-UGUGG-UAGGCGGUGA---UGGAAC--
Sepx1(Mus)     CCUGCCAACCGCUCCAGCCUCA-GUCACCGAAUGAUCUGCUCUGGUCAAAUCCUUCUAUG--CCAGCCAGGGUGGUGAUG---
GPX3(Homo)     -ACGGACCCCAUGGCAGGGGUG-GCGUCUUCAUGAGGG-AGGGGCCCAAAGCCCU-UGUGGGCGGACCUCCCC--UGAGCCU-
BthD(Drosoph)  CAAAACAAAGCGUUCAGCAAUA-G-AGCCCUAUGAUCG-AUGAUUGGCAAAUCCU-CUCGAGGAACCGAUCGU--UGAGAAC-
SELK(Homo)     ACAAGGACUGCUCUGUGUCCUC-ACAGAUGAAUGAGGU-CAUGCUGGGAAUUCCC-UCUGCAGGGAACUGGCC--UGA-CUG-
TtTrxR1        GAUUAUUGAUUUUGUUGUAG-------  98
TtTrxR3        UCAGAGUAAUAAGAGUAUUUAUUA--- 102
TtTrxR4        AUAUGACAAUUUAGA------------  94
Gpx3(Mus)      GUCUGUGGUGCCAGCCCUU--------  96
Txnrd2(Rattus) CCCUGGCAUUUCUGGAGUGCU------  97
SEPN1(Homo)    GUCUUUGCAGCUGCACCUAU-------  86
TXNRD1(Homo)   AACUGUCAAAUCAGUUUUAGCA-----  96
Sepx1(Mus)     ACCCGUGACCUUUGAGGAG--------  96
GPX3(Homo)     GUCUGAGGGGCCAGCCC----------  93
BthD(Drosoph)  CCCUUUGCCUUUGUUGAUCGCUCAAU- 103
SELK(Homo)     ACAUGCAGUUCCAUAAAUGCAGAUGUU 103
Figura 107. Alineamiento de secuencias SECIS presentes en las regiones 3´UTRs de selenoproteínas de 
algunos organismos (incluyendo las 3 TrxRs de T. thermophila). Subrayado en amarillo se señalan las regio-







Los dos últimos nucleótidos del último codón codificante junto con el codón de parada 
(TGA) de este ORF estarían dentro de lo que la base de datos considera el 4º intrón (Figura 28A 
del Anexo II).Y así, una primera posibilidad es que este 1º intrón tendría que llevar la región 
5´UTR con los elementos reguladores de la expresión de dicha ORF (TtTrxR5). También cabría 
la posibilidad de que se transcriba todo el ORF original (9.171 bases), y que un procesamiento 
post-transcripcional liberara la sub-ORF conteniendo la TtTrxR5. Con respecto a las 2 regiones 
(podemos llamarlas A y B) que potencialmente se transcriben como una única ORF (que están 
localizadas a ambos flancos de la sub-ORF codificante de la TtTrxR5) (Figura 28A del Anexo II), 
podemos mostrar, tras un intenso análisis in silico de las mismas, las siguientes características:
1) La región que denominamos A (o N-terminal de la ORF original) se compone 1.015 
aminoácidos, una masa molecular inferida de 11,95 KDa y un pI : 9,4, siendo así una proteína 
con carácter básico. Lo más llamativo de la misma es su elevado y similar contenido en dos aa 
polares; glutamina (Gln) (135 residuos ó 13,3 % del total de residuos) y asparagina (Asn) (132 
residuos ó 13,0 % del total de residuos), y un, igualmente, elevado contenido en un aa cargado 
(+) como la lisina (Lys) (107 residuos ó 10,5 % del total). La región B (o C-terminal de la ORF 
original) es de menor tamaño (861 aa), una masa molecular estimada de 10,18 KDa y un pI : 9,3 
(también básica). Y al igual que la región A, es igualmente rica en residuos de Gln (112 ó 13,0% 
del total),  y en el  aa con carga (+) lisina (Lys) (108 ó 12,5% del total). La utilización de codones 
codificantes de Gln en la región A es; UAA (52,2 %) >>UAG (22,7 %) >CAA (16,1 %) >CAG (8,8 
%), mientras que en la región B es; UAA (48,6 %) >>CAA (22,0 %) >UAG (21,1 %) >CAG (8,2 %), 
lo que nos indica que ambas regiones siguen la norma general de utilización preferente de 
codones descrita en T. thermophila, siendo UAA el más utilizado, sin embargo para el segundo 
codón mayoritariamente usado en la región A es el UAG, y en la región B es el CAA (más acorde 
Figura 108. Secuencia aminoácidica inferida de la ORF del gen TtTrxR5 extraída de la ORF original de 
9.171 nucleótidos (TTHERM_00723630).  Se subraya en verde la región N-terminal extraída del final de la 
presumible secuencia del 1º intrón según la ORF original, y, por lo tanto, no contemplada en el mismo. Subra-
yada en amarillo se indican el dominio CXXXXC (CVNVGC como el de los mamíferos) y en azul el C-terminal 
(CC). Los residuos de Cys están en rojo. A continuación de la secuencia aminoacídica se muestra (a partir del 
codón de terminación tga) lo que podría ser la 3´ UTR (secuencia nucleotídica en azul) de esta ORF (y que 
en la ORF original se considera un intrón), en la que se detectan tanto motivos canónicos de poliadenilación 

















con el ~28% establecido para la mayoría de los genes). Desconocemos el significado, si existe 
alguno, de estas desviaciones en la utilización de codones de la Gln, dos de los cuales (UAA y 
UAG) son codones universales de parada, ya que T. thermophila usa el codón UGA como único 
codón de parada. 
2) Para ambas regiones el índice de inestabilidad es > 52, por lo que ambas proteínas se 
consideran como inestables, mientras que la secuencia aa inferida de la sub-ORF que constitu-
ye la TtTrxR5 se clasifica como proteína estable. Por consiguiente, dos regiones de aa inestables 
rodean a la proteína TtTrxR5 estable.  
3) Un alineamiento llevado a cabo entre ambas regiones (A y B) nos da un valor de iden-
tidad de ~18-19 % (lo cual es más bien bajo). Es decir, a pesar de mantener semejanzas en cuan-
to a la riqueza de determinados aa, sus secuencias no son muy similares. 
4) Un análisis de similitud (BLAST) de la región A con bancos de secuencias muestra una 
cierta identidad (~26 %) (en una corta región de la misma, localizada en el extremo N-terminal) 
con una región (N-terminal) del elemento Sel-1L2 de ratón (Mus), o Sel-1L2 de rata (Rattus) (~27 
% identidad). Las proteínas “Sel1” se caracterizan por poseer motivos repetidos de secuencias 
degeneradas de 34 aa, las cuales son similares a las repeticiones en tándem (3-6 motivos) deno-
minadas tetratricopéptidos (TPR) presentes en muchas proteínas, y que están involucrados en 
facilitar las interacciones entre proteínas y en el ensamblaje de complejos multiproteicos (Das 
et al., 1998). Las proteínas con repeticiones Sel1 constituyen una de las familias de la superfami-
lia de péptidos tetratricos, que fueron originalmente identificadas en una molécula receptora 
de  Caenorhabditis elegans (Grant and Greenwald, 1996).  Las regiones Sel1 están extensamente 
distribuidas entre los tres dominios del árbol de la vida, incluyendo protozoos parásitos como 
los géneros Plasmodium, Leishmania y Trypanosoma. Tras una exploración bibliográfica en bús-
queda de proteínas con motivos Sel1 o TPR junto con la presencia de un motivo funcional TrxR 
nos encontramos (Lee et al., 2009) con una proteína (AtTDX, con 380 aa) de Arabidopsis thaliana 
que presenta 3 repeticiones del tipo TPR en su región N-terminal, una región de aa básicos y 
posteriormente un dominio con función TrxR. Esta proteína (AtTDX)  presenta múltiples funcio-
nes dependiendo de su estado oligomérico, actuando alternativamente como TrxR y chaperona 
de plegamiento (ambas funciones van unidas) en estado de monó- u oligómeros y chaperona 
de mantenimiento (en estado agregado). La última función proporciona a la planta una mayor 
protección contra el estrés por choque térmico (Lee et al., 2009). Más recientemente (Prasad et 
al., 2010), un análisis in silico  en el genoma de Arabidopsis ha revelado la presencia de proteínas 
con motivos TPR en 4 proteínas con dominios Trx, las cuales pueden potencialmente interac-







et al., 2009). La región A de nuestra potencial proteína tiene muchas a-hélices que se agrupan 
en una configuración 3D que encuentra homología estructural con proteínas contráctiles (con 
un 100 % de precisión y un valor E = 9,8 x 10-30), en la mayoría de las a-hélices predominan los 
residuos Gln y Lys (abundantes en la secuencia de la región A), pero no hemos encontrado 
ningún patrón de repetición conservado que nos indique que puedan ser secuencias simila-
res a TPR. Además, la región A no muestra secuencias repetidas del tipo Sel1 o de ningún otro 
tipo conocido, estando la región que muestra cierta identidad con ella localizada fuera de las 
repeticiones Sel1 de la proteína Sel-1L2 de ratón o rata. El análisis de la región B (C-terminal de 
la ORF original), tampoco nos aclara mucho sobre su posible función por homología, ya que la 
máxima identidad (~36 %) la tiene con proteínas no caracterizadas de diferentes organismos. 
Nada, por lo tanto, obtenemos del análisis de similitud de ambas regiones que nos puedan 
ayudar a solventar su función. 
5) Un análisis de su posible localización intracelular, nos indica que no tienen motivos 
transmembrana ninguna de las dos regiones (A ó B), y que su probable localización es nuclear 
o citoplasmática.
6) La búsqueda en diferentes genotecas de expresión de T. thermophila de la presencia 
de las regiones A y/o B, junto con la TtTrxR5, mostró que existen 5 ESTs (secuencias expresadas) 
relacionadas con esta ORF (A+TtTrxR5+B). Dos de ellas se encuentran localizadas en la TtTrxR5, 
mientras que las tres restantes están localizadas posteriormente a esta. Especialmente  intere-
sante es la secuencia con número de acceso DY678605.1., la cual fue aislada de genotecas de 
expresión obtenidas en condiciones de inanición (1-6 h) (Turkewitz, A.P., datos no publicados) 
y abarca desde el nucleótido 4.597 hasta el 5.469 (tras eliminar la 2ª secuencia intrónica que 
contiene TtTrxR5), de tal manera que contendría 251 nucleótidos del supuesto intrón localiza-
do tras TtTrxR5 (según la ORF original) (Figura 109). El descubrimiento de esta EST con un intrón 
ya procesado y eliminado, podría estar indicando que la región inmediatamente posterior a la 
sub-ORF TtTrxR5 no se trate de un intrón, tal y como está definido en la ORF original, si no de 
una región 3’UTR reguladora, a pesar de que no se ha detectado un ETS con cola poliA. Igual-
mente, en las proximidades del codón de terminación TGA de la ORF (TtTrxR5) hacia el 3´UTR 
se detectan varios motivos canónicos de poliadenilación y degradación de ARNm (Figura 108). 
Ambas observaciones podrían apoyar la idea de que la sub-ORF (TtTrxR5) podría expresarse 









5.2 La GR de T. thermophila (TtGR1).
La enzima glutatión reductasa (GR) (EC 1.8.1.7) es otro miembro (junto con las TrxRs) de 
la familia de flavoenzimas (piridina-nucleótido-disulfuro oxidoreductasas) y cataliza la conver-
sión del glutatión oxidado (GSSG) a su forma reducida (GSH), en presencia de NADPH (Dringen 
and Gutterer, 2002). Por lo tanto, esta enzima juega un papel crucial en el mantenimiento de 
una elevada GSH/GSSG ratio intracelular. En el genoma macronuclear de T. thermophila hemos 
detectado un gen codificante de una posible GR (denominada como TtGR1). Como se ha espe-
cificado en anteriores apartados, las H-TrxRs de mamíferos y las GRs son enzimas muy pareci-
das estructuralmente y funcionalmente (ya que las TrxRs pueden también reducir GSH). Ambos 
tipos de enzimas tienen el motivo catalítico CXXXXC (Figuras 106 y 110), que en mamíferos y 
protozoos coinciden en tener la misma secuencia CVNVGC. La masa molecular inferida de la 
TtGR1 (486 aa) es ~53,8 KDa, lo cual está dentro del rango de masas moleculares de otras GRs 
(~52 – 56 KDa), lo que es ligeramente inferior al rango que presentan las TrxRs (~53 - 73 KDa). 
La matriz de identidades mostrada en la Figura 69, nos indica que la TtGR1 es más similar 
a las TrxRs que a las GRs (46-59 % con las TrxRs contra 32-39 % con las GRs). Los valores mayores 
de identidad los tiene con las TtTrxR1 (59 %) y TtTrxR2 (58 %). Lo mismo se muestra en el árbol 
filogenético de la Figura 70, en donde la TtGR1 está dentro del grupo de H-TrxRs. ¿Por qué, en-
tonces, la consideramos una GR en lugar de una TrxR?.  La respuesta está en la región C-terminal 
de las GRs, las cuales no tienen el segundo motivo catalítico XCCX o XCUX  propio de las TrxRs 
(Figuras 106 y 110). Igualmente, el análisis BLAST de esta TtGR1 nos indica la presencia de domi-
nios conservados del tipo GR con valores-E entre  ~1,3 x 10-131 – 6.3 x 10-89. 
Figura 109. Localización de la secuencia 
de expresión DY678605.1.  En color mora-
do se destaca la sub-ORF que codifica TtTr-
xR5 (flanqueada por las regiones A y B de la 
ORF original), y en color verde se muestra la 
secuencia DY678605.1 detectada en la ge-
noteca de expresión. Cebadores: P1A es Tt-








HsGR1    MALLPRALSAGAGPSWRRAARAFRGFLLLLPEPAALTRALSRAMACRQEPQPQGPPPAAGAVASYDYLVIGGGSGGLASA
MmGR     MALLPRALGVGAAPSLRRAAR-----------------ALTCTMASPGEPQPPAP-----DTSSFDYLVIGGGSGGLASA
CrGR     ------------------------------------------------------------MAEEYDLVTLGAGSGGVRAS
PfGR     --------------------------------------------------------------MVYDLIVIGGGSGGMAAA
TtGR1    -------------------------------------------MQQQQQQE-----------YQYDYFVIGGGSGGQASA
HsGR1    RRAAELG-ARAAVVESHK----------LGGTCVNVGCVPKKVMWNTAVHSEFMHDHADYGFPSC--------EGKFNWR
MmGR     RRAAELG-ARAAVVESHK----------LGGTCVNVGCVPKKVMWNTAVHSEFMHDHVDYGFQSC--------EGKFSWH
CrGR     RFAATLYGAKVACVELPFGFVSSETVGGAGGTCVIRGCVPKKLLVYGAAYAEEFADARGFGWALPAAGAGAEGGPAHDWA
PfGR     RRAARHN-AKVALVEKSR----------LGGTCVNVGCVPKKIMFNAASVHDILENSRHYGFDT---------KFSFNLP
TtGR1    KEAASFG-ARVGLADFVKPSPQGSTWG-LGGTCVNVGCVPKKMFHYASEFGDILEHQRNAGWEVPH-------NINHNWS
HsGR1    VIKEKRDAYVSRLNAIYQNNLTKSHIEIIRGHAAFTSDP----KPTIEVSGKK--------YTAPHILIATGGMPSTPHE
MmGR     VIKQKRDAYVSRLNTIYQNNLTKSHIEIIHGYATFADGP----RPTVEVNGKK--------FTAPHILIATGGVPTVPHE
CrGR     SLMKLKEKEITRLNSTYGNILKNANVALIEGRGALKDAH---TVEVTAADGSVR------LLKAKHVLIATGGVATAIP-
PfGR     LLVERRDKYIQRLNNIYRQNLSKDKVDLYEGTASFLSENRILIKGTKDNNNKDNGPLNEEILEGRNILIAVGNKPVFP--
TtGR1    TLVNKVQTYIKRLNGIYMDALKDKKVTYYNAFASLKDKN---TIQLEDINGNK------TEVTSKYILLALGGRPKYLD-
HsGR1    SQIPGA-SLGITSDGFFQLEELPGRSVIVGAGYIAVEMAGILS---ALGSKTSLMIRHDKVLRSFDSMISTNCTEELENA
MmGR     SQIPGA-SLGITSDGFFQLEDLPSRSVIVGAGYIAVEIAGILS---ALGSKTSLMIRHDKVLRNFDSLISSKCTEELENA
CrGR     --MEGAEHAIMSDDALALQSLPPGPIVVLGAGYIATEFAGIFRGTHAAQYAVHLMFRGDKVLRGFDEECRDQVQDNLTRR
PfGR     -PVKGI-ENTISSDEFFNIKES-KKIGIVGSGYIAVELINVIK---RLGIDSYIFARGNRILRKFDESVINVLENDMKKN
TtGR1    -EIPNIRELAITSDDIFFQNTPPGKTLVVGASYVALECAGFLN---GLGYDVTVLVR-SKVLANFDQEFAQKVKLFMQKH
HsGR1    GVEVLKFSQVKEVKKTLSGLEVSMVTAVPGRLPVMTMIPDVDCLLWAIGRVPNTKDLSLNKLGIQTDDKGHIIVDEFQNT
MmGR     GVEVLKFTQVKEVKKTSSGLELQVVTSVPGRKPTTTVIPDVDCLLWAIGRDPNSKGLNLNKVGIQTDEKGHILVDEFQNT
CrGR     GIHLHPGCKPTKLEKHGEGDLTLHYTDGTGAAQS----LKCGLVMMATRRKPRVDGIGLEAVGVALDGQGAIKVDEFSRT
PfGR     NINIVTFADVVEIKKVSD--KNLSIHLSDGR-----IYEHFDHVIYCVGRSPDTENLNLGKLNVETNNN-YIVVDENQRT
TtGR1    GVKFIEGAVPTSIKLSEQGQDLKHVEYKNTQTGELVGQDHFKTVLIAVGRGAQTKGVNLEQVGVQLTKDGKIVCDDSDTT
HsGR1    NVKGIYAVGDVCG----------------------------------KALLTPVAIAAGRKLAHRLFEYKEDSKLDYNNI
MmGR     NVKGVYAVGDVCG----------------------------------KALLTPVAIAAGRKLAHRLFECKQDSKLDYDNI
CrGR     NVPDVWAIGDVTN----------------------------------RINLTPVALMEGMAFAKSCFGGELT-KPDYRNV
PfGR     SVNNIYAVGDCCMVKKSKEIEDLNLLKLYNEETYLNKKENVTEDIFYNVQLTPVAINAGRLLADRLFLKKTR-KTNYKLI
TtGR1    AIPNIFSVGDCVEG---------------------------------RLELTPTAIKAGRMLARRLFNNQKQ-LMQYHNV
HsGR1    PTVVFSHPPIGTVGLTEDEAIHKYGIENVKTYSTSFTPMYHAVT----KRKTKCVMKMVCANKE-EKVVGIHMQGLGCDE
MmGR     PTVVFSHPPIGTVGLTEDEAVHKYGKDNVKIYSTAFTPMYHAVT----TRKTKCVMKMVCANKE-EKVVGIHMQGIGCDE
CrGR     ASAVFCQPPLATVGYTEEQAVKEFAG-NIDVYVSRFRPMKYTIS----GREEKTLMKLIVHAES-DVVLGCHMVGPDAPE
PfGR     PTVIFSHPPIGTIGLSEEAAIQIYGKENVKIYESKFTNLFFSVYDIEPELKEKTYLKLVCVGKD-ELIKGLHIIGLNADE
TtGR1    PTTIFTPLEFGTVGLSEEQAAKKYGKDNLNIWISTFKPMDWQYS--VAKQDDRAICKLITVKNDNDKVIGLHYIGPQAAE
HsGR1     MLQGFAVAVKMGATKADFDNTVAIHPTSSEELVTLR-------------- 
MmGR      MLQGFAVAVKMGATKADFDNTVAIHPTSSEELVTLR-------------- 
CrGR      IMQGLAVALKCGATKAQFDSTVGIHPTAAEEFVTMRSRSRRVPATGTSKL 
PfGR      IVQGFAVALKMNATKKDFDETIPIHPTAAEEFLTLQPWMK---------- 
TtGR1     VTQGFAVAIQMGANKEDFDNTVAIHPSYAEEFVLLRTPRL---------- 
Figura 110. Alineamiento de varias GRs eucariotas con la TtGR1. Sombreado en amarillo se destaca el 
dominio catalítico CXXXXC (también presente en las TrxRs). Sombreados en gris se indican los residuos idén-










5.3 Consideraciones filogenéticas y ecológicas sobre las TrxRs/GRs.
La presencia de selenoproteínas se extiende a los tres dominios del árbol de la vida, lo 
que podría sugerir que el origen de la maquinaria implicada en la biosíntesis de selenopro-
teínas existía ya en el último ancestro común universal. El número de selenoproteínas identi-
ficadas en diferentes organismos varía desde 4-29 (el máximo detectado corresponde al alga 
verde Ostreococcus tauri ). Los mamíferos presentan un número promedio de 24 ó 25 (Lobanov 
et al., 2007), y en T. thermophila se han descrito 6 homólogos de selenoproteínas, de las cuales 
tres son TrxRs, dos Gpxs y una Selenofosfato sintetasa (Coyne et al., 2008). El nematodo Caenor-
habditis elegans tiene dos isoformas de H-TrxR, una es selenoproteína (preferentemente cito-
plasmática) y la otra no tiene Sec y es mitocondrial (Gladyshev et al., 1999; Lacey and Hondal, 
2006). Ninguna de las dos TrxRs de T. thermophila sin Sec (TtTrxR2 y TtTrxR5), poseen regiones 
con señalización mitocondrial.
Los cloroplastos contienen dos tipos de TrxRs; las FTR (ferredoxina:tiorredoxina reduc-
tasas) y las tiorredoxina reductasas dependiente de NADPH (NTRs), por lo que la Trx de plantas 
puede reducirse por FTR o NTR, a pesar de tener estructuras diferentes (Jacquot et al., 2009). Y 
al igual que otras enzimas que tienen la misma función pero estructuras 3D diferentes, este po-
dría ser un caso claro de evolución funcional convergente. Las TrxRs o NTRs tienen una historia 
evolutiva compleja. Las características estructurales de los dominios NADPH y FAD en las L-Tr-
xRs o L-NTRs son similares a los de las GRs y las H-TrxRs. Sin embargo, las GRs y H-TrxRs presen-
tan un dominio dimerizado extra que crea diferentes estructuras diméricas en ambos tipos de 
enzimas (Jacquot et al., 2009). El sitio catalítico de las H-TrxRs está localizado en el dominio FAD, 
pero en las L-TrxRs está localizado en el dominio NADPH, además el mecanismo de catálisis es 
igualmente diferente debido a la presencia de Sec en algunas H-TrxRs. Por lo que las diferencias 
estructurales entre las H-TrxRs y GRs respecto de las L-TrxRs, se podría igualmente considerar 
otro ejemplo de evolución convergente (Kuriyan et al., 1991). Se ha sugerido (Novoselov and 
Gladyshev, 2003) que las H-TrxRs se originaron de una GR procariota que desarrolló una ex-
tensión C-terminal conteniendo Sec. De la misma manera, al existir GRs en algunos protozoos 
filogenéticamente primitivos (euglenidos, alveolados) (Tabla 27), también se podría especular 
que las H-TrxRs se originaron de una GR eucariota primitiva, que probablemente adquirió de un 
procariota endosimbionte presente en el último ancestro común universal. El árbol de la Figura 
70, nos muestra un origen común de la TtGR1 con el de las TrxRs, y a su vez el grupo de GRs y 
el de TrxRs (incluyendo la TtGR1) presentan un origen común con una proteína ancestral que 







la presencia de la TtGR1 dentro de las TrxRs, nos hace pensar que al menos en algunos protistas 
(como Tetrahymena) la GR pudo surgir de una TrxR que perdió el típico C-terminal catalítico 
propio de estas enzimas.
Existe la hipótesis sobre una posible asociación entre la vida acuática y la presencia de 
selenoproteomas con un número elevado de selenoproteínas (Lobanov et al., 2007). La elabora-
ción de esta hipótesis se fundamenta en la pérdida de selenoproteínas eucariotas en diferentes 
phyla. Un análisis comparativo de diferentes selenoproteomas ha mostrado que organismos 
con abundantes selenoproteínas viven en ambientes acuáticos, mientras que aquellos que tie-
nen un número significativamente menor de selenoproteínas viven en ambientes terrestres 
(excluyendo a los vertebrados de este análisis) (Lobanov et al., 2007). Una posible explicación, 
según Lobanov y colaboradores (2007), para la ocurrencia de selenoproteomas grandes en or-
ganismos acuáticos podría ser la mayor disponibilidad de selenio (Se) en los océanos. Com-
puestos orgánicos de Se ocupan un ~80 % del selenio disuelto en los océanos, representando 
una fuente importante de Se para el fitoplancton. Esto explicaría la presencia de un elevado 
número de selenoproteínas en algas y peces. Los peces tienen selenoproteomas mayores que 
aquellos de organismos que viven en ambientes terrestres, incluyendo mamíferos, reptiles y 
pájaros (Lobanov et al., 2007).  Otra posible explicación para las diferencias entre el tamaño de 
los selenoproteomas de organismos acuáticos y terrestres podría ser el contenido de oxígeno 
(Lobanov et al., 2007). El mayor contenido de oxígeno en el aire que en un medio acuático pue-
de hacer que las selenoproteínas fuertemente reactivas sean más suceptibles a la oxidación en 
organismos terrestres, por lo que su uso estaría contra-seleccionado o no favorecido. 
En la Tabla 28 se muestra una lista de organismos seleccionados con el número de proba-
bles selenoproteínas detectadas en sus genomas (selenoproteómica) y el ecosistema habitual 
en que viven. Entre los microorganismos eucariotas de vida libre predominantemente acuática, 
el ciliado T. thermophila es el que presenta un menor número de potenciales selenoproteínas 
(Tabla 28). Aunque este ciliado y otros pueden vivir perfectamente en un medio terrestre (con 
el suficiente grado de humedad), este ciliado como otros se encuentra preferentemente en há-
bitats acuáticos. En este sentido, este microorganismo eucariota, predominantemente acuático, 









5.4 Análisis comparativo de la expresión de los genes TtTrxRs/TtGR1.
Las diferentes formas de TrxRs presentes en mamíferos se expresan diferencialmente a 
nivel de tejidos, compartimentos celulares o condiciones de crecimiento (Arner, 2009). Igual-
mente, diversos estudios previos (Uziel et al., 2004; Stoytcheva and Berry, 2009; Yang et al. 2010) 
muestran la inducción de estas enzimas bajo estrés oxidativo, desde las bacterias hasta los ani-
males.
Del estudio por RT-PCR cuantitativo tanto de los cinco genes TtTrxR1 – TtTrxR5 (del TtTr-
xR5 hemos diferenciado la expresión de la sub-ORF codificante de TtTrxR5 y la expresión de la 
región B, localizada posteriormente a la TtTrxR5), como del gen TtGR1 bajo el estrés originado 
por metales, podemos concluir los siguientes puntos: 
1) Los genes TtTrxR1(selenoproteína), TtTrxR2 y TtTrxR5 (no selenoproteínas) responden 
en general con mayor nivel de expresión a tiempos tempranos de exposición (2 h), mientras 
que los genes TtTrxR3 y TtTrxR4 (selenoproteínas) responden con mayor nivel de expresión a 
tiempos tardíos (24 h). Existiendo, por consiguiente, un comportamiento diferente de expresión 
entre las cinco H-TrxRs de T. thermophila, para los mismos metales a la misma concentración. 
Para el gen TtGR1 su mayor o menor respuesta es dependiente del tipo de metal y no del tiem-
po de exposición.
Organismo Nº de Selenoproteínas Ecosistema
Ostreococcus tauri  26 Acuático
Thalassiosira  pseudonana 16 Acuático
Chlanydomonas reinhardtti 12 Acuático
Volvox carteri 9 Acuático
Tetrahymena  thermophila 6 Acuático
Dictyostelium  discoideum 5 Terrestre
Saccharomyces cerevisiae 0 Terrestre
Oryza sativa 0 Terrestre
Drosophila melanogaster 3 Terrestre
Caenorhabditis  elegans 1 Terrestre
Plasmodium  falciparum 4 Parásito
Tabla 28. Lista de organismos seleccionados (incluyendo T. thermophila) con relación al número de 
presumibles selenoproteínas detectadas en su genoma y su ecosistema habitual. Los datos están to-








2) Para los genes de respuesta temprana (TtTrxR1, TtTrxR2 y TtTrxR5) es el As5+ el que 
provoca los mayores niveles de inducción relativa, seguido del Cd2+. Y entre los tres genes los 
valores de niveles de inducción son TtTrxR2 > TtTrxR5 > TtTrxR1, para los distintos metales en-
sayados. Es, por lo tanto, el gen TtTrxR2 el que se expresa temprano y con mayores niveles ante 
el estrés por metales. Estos resultados vienen confirmados por resultados previos obtenidos en 
nuestro grupo de trabajo al analizar diferentes genotecas de expresión de T. thermophila ob-
tenidas tras tratamiento con diferentes metales (datos no publicados), detectándose tres ESTs 
del gen TtTrxR2 en genotecas de células tratadas con As5+ (1 h) y Pb2+ (3 h).  Los genes TtTrxR3 y 
TtTrxR4 (de respuesta tardía) tienen los mayores niveles de inducción frente al Cd2+ y el As5+, con 
valores similares. El gen TtGR1 presenta los mayores niveles de inducción frente al As5+ y el Pb2+, 
con valores considerablemente superiores a los correspondientes (para los mismos metales) 
registrados para los genes TtTrxRs.  Por lo tanto, el ranking de valores (independientemente de 
su respuesta temprana o tardía) de inducción que el As5+ origina sobre estos genes es; TtGR1 
>> TtTrxR2 >> TtTrxR5 > TtTrxR1 > TtTrxR4 ≥ TtTrxR3. Con respecto al Cd2+ sería; TtTrxR2 > TtTr-
xR5 > TtTrxR3 ≥ TtGR1 > TtTrxR1 ≈ TtTrxR4, y con respecto al Pb2+; TtGR1 >> TtTrxR1 ≈ TtTrxR2, el 
resto TtTrxR5, TtTrxR3 y TtTrxR4 no presentan valores significativos respecto del control, por lo 
tanto no se inducen. El Cu2+ no induce significativamente a la mayoría de estos genes, excepto 
al TtTrxR2 (a las 24 h) (~ 5 veces el nivel basal) y al TtTrxR5 muy ligeramente a las 2 h. Igualmente, 
el otro metal esencial (Zn2+) testado no induce significativamente a estos genes, con la única 
excepción del TtTrxR5 que presenta inducción significativa (~ 6 veces) a las 2 h respecto del 
control. 
En resumen, frente a los metales más tóxicos y que pueden también originar estrés oxi-
dativo (As5+ y Cd2+) son los genes TtTrxR2, TtTrxR5 y TtGR1 los que mejor responden. Los tres 
codifican proteínas que no tienen Sec (no son selenoproteínas), por lo que podría ser que los 
residuos de Cys con grupos –SH (en lugar de –SeH) tengan mayor afinidad por los metales 
(como ocurre con otras proteínas (metalotioneinas) y/o péptidos (fitoquelatinas, GSH) con gru-
pos –SH) inhibiendo así el sitio catalítico de las mismas, y, por lo tanto induciendo la expresión 
de estos genes con la finalidad de incrementar la concentración intracelular de estas enzimas, 
necesarias en la reducción de la Trx-oxidada o GSSG.
Se ha descrito que los iones metálicos pueden actuar como inhibidores de las TrxRs 
(Nishimoto et al., 2006; El-Sharaky et al., 2007; Newairy et al., 2007; Carvalho et al., 2008). Estos 
estudios se han realizado con mercurio, cadmio y zinc, y en todos ellos se ha comprobado que 
la inhibición de la actividad enzimática conlleva un incremento en la expresión de los genes 









Cys como Sec, mientras que las TrxRs que no son selenoproteínas tienen más residuos de Cys. 
Actualmente, no sabemos si ambos residuos son igualmente reactivos frente a los metales o si 
hay diferencias, aunque algunos autores suponen (sin pruebas experimentales) que la sensibi-
lidad de las TrxRs a los metales se debe exclusivamente a la presencia de Sec (Arner, 2009). Por 
otro lado, moléculas con residuos de Cys (sin Sec) como la Trx o la Grx (glutationredoxina) se 
inactivan por Hg. Por lo tanto, ambos elementos del sistema Trx (la propia Trx-reducida y la TrxR) 
pueden inhibirse con metales, lo cual induciría la expresión de genes TrxRs con la finalidad de 
originar Trx-reducida. Algo similar, podría ocurrir con el sistema GSH /GR, ambas con residuos 
de Cys en sus moléculas. En las TrxRs (selenoproteínas) de mamíferos, la adición de Se puede 
contrarrestar la hepatotoxicidad debida al Cd (Arner, 2009). Células Hela knockdown en TrxR1 
incrementan su sensibilidad al Cd (Nishimoto et al., 2006). 
El metal esencial Zn2+, no causó inducción significativa en la mayoría de los genes TtTrxRs 
y TtGR1 (excepto en TtTrxR5) de T. thermophila, sin embargo en mitocondrias de mamíferos el 
Zn muestra una rápida e irreversible inhibición de la TrxR (Arnér, 2009). 
3) Respecto de la región B posterior a la sub-ORF codificante de la TtTrxR5, los resultados 
del patrón de inducción por metales, no se corresponde con el del gen TtTrxR5. Lo cual, ratifica 
que al menos las regiones TtTrxR5 + B de la supuesta ORF original no se corresponden con 
un único transcrito (TtTrxR5 + B) sino que son ORFs diferentes.  Así, la expresión de esta po-
tencial ORF (región B sin homología con proteínas de función conocida) induce su expresión, 
preferentemente temprana (2 h), por Cu2+ > As5+ > Cd2+, y no se induce por Zn2+ o Pb2+ (2 h de 
tratamiento). El resultado más llamativo del patrón de expresión de esta región B es el nivel 
de inducción relativa, y significativa respecto del control, que se obtiene con el tratamiento de 
inanición durante 24 h (Figura 74), la cual alcanza un valor de ~32 veces el valor basal, lo que 
contrasta con los resultados obtenidos para todos los genes TtTrxRs y TtGR1 en donde la inani-
ción no induce la expresión de estos genes. Sin embargo, en genotecas de expresión obtenidas 
en T. thermophila tras inanición (1-6 h) (Turkewitz, A.P., datos no publicados), se han detectado 
tres ESTs (DY678605.1.) que corresponden con la parte final del gen TtTrxR5 (Figura 109). Los 
cebadores que se han utilizado para el análisis por RT-PCR cuantitativo de la expresión de esta 
región B, están localizados cerca del C-terminal del mismo y alejado de la sub-ORF codificante 
de TtTrxR5 (Fig. 28A del anexo-II), por lo que no interfieren con esta ORF. 
Con respecto al efecto producido por compuestos que originan un estrés oxidativo en 
la célula (PQ o MD, con tratamientos de 24 ó 2 h, respectivamente), cabe destacar que sólo dos 
de los genes TtTrxRs (TtTrxR3 y TtTrxR5) son inducidos significativamente por PQ; TtTrxR5 >>Tt-







numerosas evidencias de la inducción de enzimas antioxidantes como las tiorredoxinas o glu-
tatión reductasas por este compuesto (Prieto-Alamo et al., 2000; Gray et al., 2007; Takizawa et al., 
2007; Song and Roe, 2008).
La MD induce significativamente a los genes TtTrxR1, TtTrxR4, TtTrxR5 y la denominada 
región B (posterior a la ORF del TtTrxR5, y sin homología con proteínas de función conocida), 
con valores de inducción similares para todos ellos. El gen TtTrxR2, junto con TtGR1 no son in-
ducidos significativamente por ninguno de los agentes inductores de estrés oxidativo.  Por lo 
tanto, existe un comportamiento igualmente diferencial entre las diferentes versiones de genes 
TrxRs de T. thermophila, ya que frente al estrés por metales responden preferentemente TtTrxR2, 
TtGR1 y TtTrxR5, mientras frente a un estrés oxidativo no originado por metales responden pre-
ferentemente los genes TtTrxRs restantes (incluyendo, de nuevo, al TtTrxR5). 
El compuesto CDNB (sustrato e inductor de la expresión de genes GSTs), también induce 
significativamente (2 h de tratamiento) la expresión de la mayoría de los genes TtTrxRs junto 
con el TtGR1 (TtTrxR2 >> TtGR1 >> TtTrxR3 > TtTrxR1), a excepción del TtTrxR4, TtTrxR5 y de la 
región B que no son inducidos por CDNB. Este compuesto es un inhibidor de la actividad TrxR, 
y no sólo se limita a inactivar la actividad reductasa, si no que induce la producción de supe-
róxido a través de una actividad NADPH oxidasa de la enzima TrxR (Nordberg and Arner, 2001). 
Igualmente, se ha descrito el incremento en la expresión de genes TrxRs (Das et al., 1999; Kim et 
al., 2001; Nordberg and Arner, 2001) tras tratamiento con CDNB. 
Los pH ácidos o básicos no parece que induzcan a ninguno de los genes TtTrxRs o al 
TtGR1, incluso el pH 9 disminuye significativamente los niveles de expresión basales tanto para 
la región B (posterior a la ORF de TtTrxR5) como para el gen TtGR1 (Figuras 74 y 75). Se sabe que 
la actividad catalítica de las GRs es más sensible a los cambios de pH que la de las TrxRs, debido 
a que carecen del segundo centro activo (Lacey et al., 2008), sin embargo, aunque se podría 
alterar la correcta función de la enzima GR, no parece que se induzca la producción de más 
enzima incrementando la expresión del gen correspondiente. 
Como se hizo previamente para otro grupo de genes,  podemos llevar a cabo un análi-
sis comparativo de nuestros resultados de RT-PCR cuantitativo para los genes TtTrxRs y TtGR1 
con aquellos registrados en genotecas de expresión o micro-matrices (microarrays) (Miao et 
al., 2009), realizados por diferentes autores (Turkewitz, A.P., datos no publicados; Miao et al., 
2006; Feng et al., 2007; Coyne, R.S. datos no publicados; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=unigene), y en los que aparecen estos mismos genes de T. thermophila. A la hora 
de comparar debemos tener en cuenta los diferentes parámetros utilizados y su posible o no 









microarray se usan unidades arbitrarias (UA) y en el RT-PCR cuantitativo utilizamos inducción 
relativa (o número de transcritos respecto del valor basal o constitutivo). No obstante y aunque 
existen disparidades, también existen ciertas coincidencias.  
Como se muestra en la Tabla 29, la mayoría de los genes TtTrxRs junto con el TtGR1 se han 
detectado en alguna genoteca, excepto el TtTrxR3. En los resultados obtenidos en microarrays 
(Miao et al., 2009), se detecta una baja expresión de este gen TtTrxR3 (Figura 111). Sin embargo, 
según nuestros resultados de RT-PCR cuantitativo, este gen se expresa significativamente fren-
te a metales como el Cd2+ y As5+ (a las 24 h de tratamiento), también responde al PQ y frente al 
compuesto CDNB (Figura 73C). En la genoteca obtenida tras tratamiento con metales (Cd o Cu, 
ya que el autor no distingue los ESTs obtenidos por Cd de los obtenido por Cu), vemos (Tabla 
29) que es el gen TtTrxR2 el que más aparece (8 ESTs), lo cual coincide con nuestros resultados, 
siendo este gen el que alcanza valores de inducción más altos con el Cd (2h) (Figura 73B). El 
TtGR1, igualmente es inducido significativamente por Cd2+ (24 h) (aunque en menor nivel) y 
aparecen dos ESTs en la genoteca correspondiente (Tabla 29). Según nuestros resultados otros 
genes TtTrxRs también se expresan significativamente por Cd2+ (tales como TtTrxR1, TtTrxR3, 
TtTrxR4, TtTrxR5 y TtGR1), pero no aparecen en la genoteca de metales (Cd o Cu) (Tabla 29). Una 
posible explicación podría ser los diferentes tiempos de exposición (1 h frente a 2 ó 24 h), las 
condiciones de tratamiento (medio de cultivo o tampón), y diferencias en la concentración de 


























































Tabla 29. Aparición de ADNc codificantes de las TrxRs y TtGR1 de T. thermophila en diferentes genote-
cas de expresión (véase texto para más información). Cada cifra indica el número de clones localizados en 
cada genoteca para cada tipo de gen TtTrxR o TtGR1, y la cifra entre paréntesis muestra el % en que cada gen 
aparece en cada genoteca respecto del resto de los genes identificados. El total de clones (ADNc) analizados 
e identificados en cada genoteca se indica entre paréntesis debajo del nombre de la genoteca.  
1: diferentes concentraciones de DDT y TBT. 2: Tratamientos con CdCl2 (11 mM, 1 h) ó CuSO2 (500 mM, 1 







Volviendo, de nuevo, a la inanición (24 h), a excepción de la región B, ninguno de los 
genes analizados (TtTrxRs y TtGR1) se expresan bajo estas condiciones de inanición. Lo cual es 
contradictorio con los ESTs (correspondientes al gen TtTrxR5) obtenidos tras inanición (1-6 h) 
(Turkewitz, A.P., datos no publicados). Igualmente, como se muestra en la Tabla 29, también para 
el resto de los genes TtTrxRs y el TtGR1 se han encontrado transcritos en la misma genoteca de 
expresión obtenida por inanición (1-6 h). El ranking en el número de ESTs encontradas para 
cada gen es; TtTrxR1 > TtTrxR2 > TtTrxR5 > TtGR1 > TtTrxR4. En la conjugación, que se desarrolla 
en inanición, también es el gen TtTrxR1 el que más se expresa (con mayor número de ESTs) 
(Tabla 29). La única explicación que podríamos ofrecer para explicar las diferencias entre estos 
resultados y los obtenidos en el análisis por RT-PCR cuantitativo son los diferentes tiempos de 
exposición a inanición, cortos (1-6 h) en las genotecas y más prolongados en el PCR cuantitati-
vo (24 h). En el análisis de expresión utilizando un microarray a lo largo de diferentes tiempos 
de inanición (3-24 h) (Figura 111) (Miao et al., 2009), se detecta una única expresión (que supo-
nemos significativa) del gen TtTrxR1 que mantiene unos niveles similares de expresión durante 
todo el proceso de inanición, con valores en UA menores que los que presenta este gen en el 
ciclo crecimiento-división (Figura 111A y B). El resto de los genes (según el microarray) parece 
que se expresan poco a lo largo de las hasta 24 h de inanición (Figura 111B), lo cual en gran 
parte coincide con nuestros resultados por RT-PCR cuantitativo (24 h de inanición), a excepción 
únicamente del gen TtTrxR1 del que no se detecta inducción de la expresión en nuestro análisis. 
Los resultados del microarray (Figura 111B), igualmente no coinciden completamente con los 
de la genoteca de expresión (1-6 h) (Tabla 29), ya que la diferencia entre 11 ESTs del gen TtTrxR1 
y los 3-6 ESTs de otros no parece ser tan grande como la que se indica en UA para el TtTrxR1 y 
el resto de genes considerados. 
Según el microarray (Figura 111), es el gen TtTrxR1 el que más se expresa en las tres con-
diciones  analizadas (crecimiento, inanición y conjugación) respecto del resto.  Esto coincide 
con lo encontrado en las diferentes genotecas, en donde un total de 367 ESTs corresponden al 
gen TtTrxR1 (Tabla 29), lo cual parece ser debido principalmente a sus niveles de expresión en 
condiciones de crecimiento división (157 ESTs) y condiciones no especificadas (189 ESTs). 
Según los datos de coexpresión en condiciones de crecimiento, conjugación o inanición 
(Miao et al., 2009), estos genes no coexpresan entre ellos, sin embargo como muestran los resul-
tados por RT-PCR cuantitativo hay varios genes TtTrxRs que responden con niveles considera-
bles de inducción frente a metales u otros agentes estresantes, por ejemplo; los genes TtTrxR2 
y TtTrxR5 frente al estrés por As5+ (Figuras 73B y 74B), por lo que probablemente ambos genes 
coexpresen bajo estas condiciones de estrés. Y lo mismo sucedería para otros genes TtTrxRs en 
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Figura 111. Niveles de expresión (unidades arbitrarias) de los genes TtTrxRs que se han detectados en 
diferentes condiciones utilizando un microarray (Miao et al., 2009). A: tres fases (con número de células cre-
ciente) del ciclo crecimiento-división. B: a diferentes tiempos de inanición (0-24 h) y C: en diferentes fases de 







Como se puede apreciar en el resumen de la Tabla 30, los genes TtTrxR1 (selenoproteína) 
y TtTrxR2 (no selenoproteína) (con ~ 60 % de identidad entre ellos, y ambos de expresión tem-
prana) son los que más frecuentemente se expresan en condiciónes que podemos considerar 
más habituales (crecimiento, conjugación e inanición) para un protozoo ciliado, sin embargo 
en estrés por metales (condiciones menos habituales) son los genes TtTrxR2 y TtTrxR5 (ambos 
no son selenoproteínas, con ~ 72 % de identidad y de expresión temprana) los que destacan. 
TtTrxR5 y TtTrxR2 también destacan en condiciones de estrés oxidativo y tratamiento con CDNB, 
respectivamente (Tabla 30). En general, el que menos se expresa es el gen TtTrxR3 (selenopro-
teína y gen de expresión tardía) (~58 % identidad con TtTrxR4 y 46-47 % con TtTrxR1 y TtTrxR2). 
El gen TtGR1 se expresa preferentemente en condiciones de estrés por As5+ y Pb2+, aunque tam-
bién aparece en estrés por Cd2+ y CDNB (Tabla 30). 
En cualquier caso, parece que existe un comportamiento de expresión diferencial para 
estos genes, dependiente de las condiciones ambientales. Debido a los % de identidad entre 
algunos de ellos, podríamos considerarlos, al igual que algunas GSTs como ecoparálogos (Sán-
chez-Pérez et al., 2008), con funciones destacadas uno sobre otros dependiendo del ambiente. 
Condiciones Ranking del nivel de expresión Método de detección
Crecimiento TtTrxR1>> TtTrxR2 > otros Genoteca de expresión  Microarray
Conjugación TtTrxR1 > TtTrxR2 ~ TtTrxR4 ≥ otros Genoteca de expresión Microarray
Inanición TtTrxR1 > TtTrxR2 > TtTrxR5 > TtGR1 > TtTrxR4 Genoteca de expresión
Exposición a Cd2+
TtTrxR2 > TtTrxR5 > TtTrxR3 ≥ TtGR1 > TtTrxR1 ~  
TtTrxR4 RT-PCR cuantitativo
TtTrxR2 >TtGR1 Genoteca de expresión
Exposición a As5+ TtGR1 >> TtTrxR2 >> TtTrxR5 > TtTrxR1 >  TtTrxR4 ≥ TtTrxR3 RT-PCR cuantitativo
Exposición a Pb2+ TtGR1 >> TtTrxR1 ~ TtTrxR2 RT-PCR cuantitativo
Exposición a Cu2+ TtTrxR2 > TtTrxR5 RT-PCR cuantitativo
Exposición a Zn2+ TtTrxR5 RT-PCR cuantitativo
Estrés oxidativo: 
PQ /MD TtTrxR2 >>TtTrxR3 / TtTrxR1 ~ TtTrxR4 ~ TtTrxR5 RT-PCR cuantitativo
Exposición a CDNB TtTrxR2 >> TtGR1 >> TtTrxR3 > TtTrxR1 RT-PCR cuantitativo
Tabla 30. Comparación de niveles de expresión de genes TtTrxRs y TtGR1 obtenidos por diferentes mé-









6. GENES SIMILARES A TRIPANOTIÓN (TryS) O GLUTATIONILESPERMIDINA 
(GspS) SINTETASAS EN Tetrahymena thermophila
La mayoría de los organismos eucariotas y procariotas mantienen la homeostaxis in-
tracelular redox tiólica gracias a dos sistemas; el sistema basado en el glutatión GSH/GR y el 
sistema basado en la tioredoxina Trx/TrxR. Existen otros sistemas minoritarios alternativos, 
como el descubierto originalmente en tripanosomátidos, que es el sistema basado en el tri-
panotión T[SH]
2
/TryR. Este sistema consiste en la síntesis de un ditiol de baja masa molecular 
(bis(glutationil)-espemidina) o tripanotión (T[SH]
2
) (dos moléculas de glutatión unidas a la po-
liamina espermidina) (Irigoin et al., 2008). La biosíntesis se da en dos etapas (GSH + espermidina 
→ glutationilespermidina (Gsp) + GSH → T[SH]
2
 ) con gasto de ATP en ambas. Las dos etapas 
pueden ser catalizadas por enzimas diferentes GspS y TryS, respectivamente. Aunque, también 
pueden ser catalizadas por una única enzima; la TryS (con ambas capacidades biosintéticas). 
Algunos tripanosomátidos presentan esta única enzima, mientras que otros presentan ambas 
enzimas (Tabla 31). Independientemente de su actividad sintetasa (localizada en el C-terminal), 
ambas TryS y GspS tiene además una función antagónica T[SH]
2
/Gsp-amidasa (localizada en un 
dominio N-terminal), que hidroliza el T[SH]
2
 y/o la Gsp a GSH y espermidina como productos 
finales. Por lo tanto, en todos los tripanosomátidos estudiados y en otros organismos (procario-
tas y eucariotas) con genes homólogos a TryS o GspS, ambas enzimas presentan ambos domi-
nios (sintetasa + amidasa) en la misma molécula (Tabla 31).
En el genoma macronuclear de Tetrahymena thermophila hemos localizado 4 genes con 
cierta similitud con GspS/TryS de otros microorganismos procariotas o eucariotas. En general, 
estos genes se encuentran en monocopia, como el caso del gen TcTryS en Trypanosoma cruzi 
(Irigoin et al., 2008), por lo que las 4 versiones presentes en T. thermophila parece una excepción 
ligada al carácter poli-isogénico (familias génicas) presente habitualmente en el genoma ma-
cronuclear de ciliados. Estos 4 genes codifican para presumibles GspS, ya que el análisis in silico 
revela una mayor similitud con GspS, principalmente con GspS de bacterias. TtGspS2, TtGspS3 y 
TtGspS4 presentan su más alta identidad con una GspS de la proteobacteria Ralstonia eutropha 
(27, 28 y 30 %, respectivamente). Igualmente, el ciliado parásito Ichthyophthirius multifillis tiene 
una TryS (EGR29718), que presenta porcentajes de identidad similares (36 %) a una GspS de 
la proteobacteria Pseudoalteromonas tunicata y a la TryS de Trypanosoma brucei. La TtGspS1, a 
diferencia de las otras tres potenciales GspS de T. thermophila, tiene un 37 % de identidad con 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En general, entre ambas enzimas hay cierto grado de similitud, así por ejemplo; la TcTryS 
(Trypanosoma cruzi) muestra un 46 y un 51 % de similitud con la CfGspS (Crithidia fasciculata) y 
la EcGspS (E. coli), respectivamente. 
El análisis de la estructura 3D inferida de las secuencias aminoacídicas, también ha con-
firmado la mayor similitud de 3 de las 4 TtGspS con GspS bacterianas bifuncionales (EcGspS), ex-
cepto la TtGspS1 que, de nuevo, las 4 a-hélices de su región sintetasa truncada (que comprende 
98 residuos) encuentran una mayor similitud estructural con la región sintetasa correspondien-
te a la TryS del tripanosomátido Leishmania major (LmTryS). Las semejanzas encontradas entre 
las diferentes TtGspSs y otras GspS o TryS de otros organismos residen exclusivamente en el 
dominio sintetasa, ya que ninguna de ellas tienen el dominio amidasa.  Esta peculiaridad (pre-
sencia de sólo dominio sintetasa) es exclusiva de las TtGspSs, ya que el resto de los organismos 
analizados con genes homólogos a TryS o GspS presentan siempre ambos dominios (Tabla 31). 
Es precisamente el dominio amidasa el que conserva mayor similitud entre los diferentes or-
ganismos que lo presentan (Oza et al., 2002b). Estudios in vitro en L. major han demostrado que 
el dominio sintetasa en solitario es funcionalmente activo sin necesidad del dominio amidasa 
(Oza et al., 2006).  Se ha especulado sobre las posibles funciones del dominio amidasa de estas 
enzimas bifuncionales y la cuestión sigue abierta. En un principio, se creía que era una forma 
de liberar espermidina y de este modo controlar los niveles intracelulares de poliaminas (Oza et 
al., 2002b). Esta idea se ha ido modificando, y actualmente se defiende la teoría que el dominio 
amidasa actúa como un regulador de la actividad sintetasa (Fyfe et al., 2008), al descubrirse que 
cuando se carece de este dominio se produce mayor cantidad de tripanotión (Oza et al., 2006) 
y que tripanosomátidos cuyas TrySs tienen bloqueado el dominio amidasa son más resistentes 
a estrés oxidativo (Wyllie et al., 2009). Por lo tanto, al menos en tripanosomátidos, el dominio 
amidasa no es esencial como lo es el dominio sintetasa para la viabilidad del protozoo parásito, 
como se ha comprobado en T. brucei (Wyllie et al., 2009). No conocemos si en T. thermophila 
estos genes TtGspSs/TtTrySs son necesarios o no para la viabilidad de este microorganismo, ya 
que de momento no se han construido cepas knockout de ninguno de ellos. Por otro lado, estos 
genes no tienen el dominio amidasa, lo que no es absolutamente necesario para la actividad 
sintetasa, la cual sería la única que podría funcionar en estas proteínas.
Actualmente, existe una única estructura tridimensional para las TrySs/GspSs que corres-
ponde a la proteína cristalizada GspS de E. coli (EcGspS), y es con la que presentan la máxima si-
militud estructural la mayoría de las TtGspSs. A partir de esta estructura y utilizando un software 
de análisis de estructuras secundarias de proteínas (PSIPRED v3.0), hemos realizado un análisis 







riotas, con el fin de dilucidar la potencial funcionalidad del dominio sintetasa de las TtGspSs 
(Figura 112). Como se aprecia en dicha figura, las estructuras secundarias inferidas son bastante 
semejantes al resto de las proteínas TrySs/GspSs con las que se comparan, con la diferencia de 2 
a-hélices (a12 y a13) y 2 láminas b (b20 y b21) que están ausentes en todas las TtGspSs, aunque 
presentes en el resto de las moléculas utilizadas en la comparación. En la proteína EcGspS estas 
regiones se disponen en la zona periférica y no interaccionan con el mecanismo de catálisis (Pai 
et al., 2006). Con respecto a los residuos aminoacídicos que intervienen en la catálisis (Figura 
112), las TtGspS2, 3 y 4 presentan al igual que el resto de TrySs/GspSs los aminoácidos que in-
teraccionan con el ATP (4 residuos marcados en rojo), los que lo hacen con el Mg2+ (3 residuos 
marcados en azul) y los que interaccionan con el GSH (3 residuos marcados en verde), con la 
excepción de la TtGspS1 que sólo presenta 2 de los 3 residuos que interaccionan con el Mg2+, 
por lo que no podría interaccionar ni con el ATP ni con el GSH. De ello, se podría inferir que la 
TtGspS1 (con el dominio sintetasa truncado) no podría sintetizar tripanotión , por lo tanto sólo 
el resto de las moléculas (TtGspS2, 3 y 4) potencialmente podría sintetizar tripanotión . 
Otra peculiaridad de los genes TtGspSs es la presencia de un dominio von Willebrand 
en el gen TtGspS4. Este dominio tiene una elevada similitud (79 % de identidad, E = 0,0) con 
otra proteína del mismo ciliado T. thermophila que contiene un dominio von Willebrand factor 
tipo A (vWA). Desde su descubrimiento, este dominio ha despertado mucho interés debido a 
su amplia presencia en muchas proteínas y la gran variedad de funciones celulares en el que 
potencialmente está involucrado, como por ejemplo; formación de membranas, migración ce-
lular, diferenciación celular, adhesión, señalización celular, estabilidad cromosómica, formación 
de complejos multi-proteicos, etc. (Whittaker and Hynes, 2002). Existen diferentes superficies 
de interacción de este dominio, y en muchos casos la unión con el ligando está mediada por la 
presencia de un ión metálico (motivo MIDAS). En el protozoo parásito Plasmodium falciparum, 
se ha comprobado que existe un incremento de proteínas que contienen estos dominios von 
Willebrand en el momento de la infección, explicando su funcionalidad como un mecanismo 
de adhesión (Bridges et al., 2010). 
6.1 Sobre la expresión de los genes TtGspSs
De los cuatro posibles genes TtGspSs se descartó el TtGspS1 para el análisis de su expre-
sión, debido a que su dominio sintetasa está truncado y le faltan aminoácidos esenciales para 
la catálisis, como se ha indicado previamente, y por lo que probablemente no sea funcional. 
Además, la ORF completa del TtGspS3 y gran parte (incluyendo el dominio sintetasa) del gen 









TcTryS    IDVKNPKVEK--ASYYQMNRELYLDCVKYGNQLHQMFLEATKFVIGSDE----QLRLFHIPEEYWPRLRYLWETQ  309
CfTryS    MDVSRSRLEETTVNYYECDHEFHLRCIAYGTQLHDYFMEATAQVINDDE----RLRIFKIPEELWPRMRHSWKYQ  321
CfGspS    GEGAHAEEGDVPGAFYFLDYDMFCRLGRAASSLHRIAMAATAKVLEDPESTHLLEHYFGVPPEIQPLLRRSWEMT  343
EcGspS    -QANGQVINQDPYHYYTITESAEQELIKATNELHLMYLHATDKVLKDDN----LLALFDIPKILWPRLRLSWQRR  308
TtGspS3   -----------DGAGYQLSEKLFTNLIKTTHELHNMCLEATDIALNDDL---LLKEVFDIPKDMFPIIRKSWENR  145
TtGspS4   -----------DGAGYQLSENIFTNLIKTTHELHNMCLEATDRVLKDDL---LLKEVFDIPKDMFPIIRKSWENR 1130
TtGspS2   -----------DGAGYRISENKFKQIIQTTHELHNMCLQATDEAIKDDE---ILQNVFDIPQDMIPIIRKSWQDR  141
TtGspS1   -----MITIGLMELLIKYQKNKFKEIIQTTNDLHNLCLEATDVAIQDNQ---ILKEIFDIPEDIIPMIRHSWLRQ   63
TcTryS    PH-AITGRFDFAFDEDTQQFKCFEYNADSASTLLECGVIQQKWARSVGLDDGTTYSSGS-----LISSRLQLAWE  378
CfTryS    QT-YISGRFDFAYNNETHQMKCFEYNADSASTLLECGRIQQKWAESVGLDKEGTRGSGW-----AVERNLRTAWA  390
CfGspS    P--PMGGRFDFGYDGK--NVVMLEYNCDSSGALLECCNTQEKMARFYGVSQGTSTGSFLGAKCVTYFQRLLTNEK  414
EcGspS    RHHMITGRMDFCMDER--GLKVYEYNADSASCHTEAGLILERWAEQG--YKGNGFNPAE-----GLINELAGAWK  374
TtGspS3   QL-DLLSRYDFILGKNG-QLYFLEVNGDTPSCIIEAGQAQKLWAEQF---QLLQFNNID-----FEIKQGLQKIM  210
TtGspS4   QL-DLLSRYDFILGKNG-QLYFLEVNGDTPSCIIEAGQAQKLWAEQF---QLLQFNNID-----FEIKQGLQKIM 1195
TtGspS2   QL-DLLARYDFLLGKEG-ELYFLEVNGDTPSSIIEAGPAQKIWAEEF---KLLQFNNIE-----NQIKLGFQNIL  128
TtGspS1   ------------------KFVFLEVNGDTRSMIIEAGSAQRIWAE------------------------------   90
TcTryS    MAGVTGRVHFLIDKDDEEYYTALYVMQHASAAGLETKLCVLFDEFHFDE--------------NGVVVDSDGVAV  439
CfTryS    TCGATGRVHFLVDEDKEEQYTALYCLQAAEAVGLEGKLCVMYDEFRFNE--------------EGYVVDSDGVRV  451
CfGspS    VCPQHRLIHFMIDEDDEERYTARCMMGFAEQAGFRTKLCVKLVNFRYRDGPPSNAAPLATPCDHPTIVDGEDEEV  489
EcGspS    HSRARPFVHIMQDKDIEENYHAQFMEQALHQAGFETRILRGLDELGWDA--------------AGQLIDGEGRLV  435
TtGspS3   EQNGKSKLFMLNNSNWEDKCTFNYLHSLIKPFLANISIDTKNISKIENV-----------------IENELKSDN  268
TtGspS4   EQNGKSKLFMLYNSSQEDKCTFNYLHSLIKPISTNISIDIKNISQIDDV-----------------IENELKSDN 1253
TtGspS2   QQNKKTKLLMFQNQDLEDKCTFSYLNSILEPFLQ-AKIECQNIESIDEC-----------------LENELKQDS  185
TtGspS1   ---------------------YSIIK-----LSTKLKNIS------------------------NKL--------  111
TcTryS    TTVWKTWMWETAIADHQKARVQRGNDW---RPTPKDEVRLCDILLGPNWDMRVFEPMWKIISSNKAILPIIYNKH  511
CfTryS    RNIWKTWMWESAISDYFAAQAERGADW---KATPADKVRLCDLMLGKDWDILYFEPMWKLIPSNKAILPIIYHNH  523
CfGspS    LMVWKTWSWDTVLHQYHSQRSS---------SDAVNTPTLSDILLNN--NIRVLEPLWKAVTGSKAILPFMHALA  553
EcGspS    NCVWKTWAWETAFDQIREVSDREFAAVPIRTGHPQNEVRLIDVLLRP--EVLVFEPLWTVIPGNKAILPILWSLF  508
TtGspS3   FKSSIILKQYPFEWLASEST----------------YNFFTNPQFYDNKSQIMIEPPWKIIMSNKAMSVLLYNMF  328
TtGspS4   FKSSIILKQYPFEWLASEST----------------YNFFTNPQFYDNKSQIMIEPPWKIIMSNKAMSVLLYNMF 1312
TtGspS2   FKKSIIWRQYPFEWLASETT----------------RSYFTDPKFYNINSQTMIEPPWKIVMSNKAISALLYQMF  244
TtGspS1   ---------------------------------------------------------------------------
TcTryS    PDHPALLRASYELT-IELQRTGYVKKPIVGRVGRNVTVTEASG--------------------------------  553
CfTryS    PDHPAILRAEYELT-DELRAVGYARKPIVGRVGRNVTITDGTG--------------------------------  565
CfGspS    PDHEHMLAASFLPT-REIISRHYISKPVNGRAGQNIMMYDPVTSPTELEGAPQQDICEALSQNASARSLLNGSPL  627
EcGspS    PHHRYLLDTDFTVN-DELVKTGYAVKPIAGRCGSNIDLVSHHE--------------------------------  550
TtGspS3   PQNPHLAKASLEPIRYGGSGIPQVSKQKYGREGDSIILSKYYN--------------------------------  371
TtGspS4   PQNPHLAKASLGPIRYGGSGIPQVSKQKYGREGDSIILSNYYKG------------------------------- 1256
TtGspS2   PSNPHLIKSSLEPL---GENELQLSKQKYAREGEYINYSDNYE--------------------------------  284
TtGspS1   ---------------------------------------------------------------------------
TcTryS    -------DIAAKSDGNFLDRDMVYQELFRLPERDG-YYAILGGWVIGDVYCGTGVREDTTIITGLESPFRALRVY  621
CfTryS    -------EVHAESGGNFGERDMIYQELFSLTKQDG-YYAIIGGWMLGDAFSGTGIREDKSIITGLDSPFAAIRIK  632
CfGspS    PLSQSVDQTNECSPGKFFDSVLVYQQRLFLKKFDGKYFPIFCGWMVGDEFGGVVVREDTSKITKLSSMVVPARVV  702
EcGSPS    -------EVLDKTSGKFAEQKNIYQQLWCLPKVDG-KYIQVCTFTVGGNYGGTCLRGDESLVIKKESDIEPLIRD  617
TtGspS3   -----DFELFQTDSYKKFSSKPIFQEFIDSDHHQQ-RYITLSCWVIQGKPCGIVIREDLNPIIGQGSSVVPYYIE  440
TtGspS4   -----DFESFQTDSYQKFSSKPIFQEFIDSDHHQQ-RYITLSCWVIQGKPCGIVIREDLNPIIGQGSSVVPYYIE 1425
TtGspS2   -----YFKYFLIDSYIKYVHKPIFQKFIQSDLHKN-RYITISCWVVQGKPCSVMLREDLNPIIGTGSSVVPYFIQ  353
TtGspS1   ---------------------------------------------------------------------------
b14 a6 a7 a8
b15 b16 a9 a10
b17 a11 b18 b19 b20
b21 a12 a13 b22 a14 a15
b23 a16 b24 b25
b26 b27 b28 b29 b30
Figura 112. Alineamiento de los dominios sintetasa de TrySs y GspSs de diferentes organismos, incluyendo 
los de T. thermophila. En sombreado gris se destacan las a-hélices y en amarillo las láminas b. Los aminoácidos en 
color rojo son los implicados en la unión con el ATP, en color azul los que interaccionan con el Mg2+ y en color verde 
aquellos que lo hacen con el GSH. Sobre los alineamientos se señalan el número correspondiente de a-hélice o 







cromosómico a ~3 Kb de distancia), por lo que se descartó diseñar cebadores para el TtGspS3, y 
sólo se diseñaron cebadores de la región von Willebrand exclusiva del TtGspS4. Por lo tanto, se 
pudieron analizar dos genes; TtGspS2 (con un producto semejante al TtGspS1, 57 % identidad) 
y TtGspS4 (con un producto semejante al TtGspS3, 86 % identidad).
Los resultados obtenidos del análisis por RT-PCR cuantitativa muestran que; el gen Tt-
GspS2 se mantiene sin inducirse su expresión en las condiciones estrés ensayadas, a excepción 
del tratamiento con Zn2+ (24 h) en donde se incrementa su expresión unas 4 veces respecto 
del control. Por el contrario, el gen TtGspS4 se induce por algunos metales pesados (Cu2+, Cd2+ y 
Zn2+), por PQ y principalmente (~ 200 veces) por CDNB (sustrato e inductor de enzimas GSTs). 
A pesar de la escasez de estudios que relacionen el T[SH]
2
 y/o las enzimas involucradas 
en su síntesis con el estrés producido por metales, podemos llevar a cabo cierto análisis com-
parativo. Varios estudios han puesto de manifiesto que una amplificación génica diferencial de 
algunas de las enzimas implicadas en el metabolismo del tripanotión (confieren resistencia a 
metales y frente a determinadas drogas en parásitos como Leishmania) (Mary et al., 2010; Gui-
mond et al., 2003). Igualmente, se ha comprobado en Leishmania que un incremento en tripa-
notión induce resistencia a antimonio y a arsénico (Mukhopadhyay et al., 1996), y la resistencia 
a antimonio está ligada a amplificación génica diferencial de genes como la GCL (γ-glutamilcis-
teina ligasa, involucrada en la síntesis de GSH) y la TryR (tripanotión reductasa, involucrada en 
la reducción del tripanotión ) (Jeddi et al., 2011). 
En un trabajo más reciente (Alcolea et al., 2011), se analiza la expresión diferencial, frente 
a 1 mM de acetato de cadmio, del genoma de Leishmania infantum mediante un microarray. En 
estas condiciones, uno de los genes que se induce (~6 veces respecto del control) es el gen de 
la tripanotión reductasa (TryR), mientras que no se detecta sobreexpresión de los genes encar-
gados de la síntesis del tripanotión .  
Entre las genotecas de expresión de T. thermophila disponibles, de los 4 genes TtGspSs, 
hemos localizado únicamente 3 clones del gen TtGspS4 en una genoteca obtenida durante la 
conjugación (Turkewtiz, datos no publicados). Curiosamente, estos 3 clones se identifican con 
la zona del dominio von Willebrand  de dicho gen y ninguno de ellos con la región de homolo-
gía con proteínas TrySs.
Los datos obtenidos de los experimentos de expresión utilizando un microarray de T. 
thermophila (Miao et al., 2009), revelan (Figura 113) que durante el crecimiento celular es el 
gen TtGspS2 el que se expresa de manera constante, con niveles de expresión muy por encima 









TtGspS4 y TtGspS2 los que más se expresan durante la inanición (Figura 113B), y durante la 
conjugación (que se realiza en inanición) (Figura 113C) es el gen TtGspS4 el que incrementa 
su expresión tanto al principio como al final del proceso conjugativo (lo que coincide con lo 
encontrado en la genoteca obtenida por Turkewtiz). De ambos estudios, se podría inferir, en 
general, que el orden de niveles de expresión entre los 4 genes TtGspSs es; TtGspS4 > TtGspS2 
>> TtGspS3 = TtGspS1, con la excepción del TtGspS2 que se expresa más que el TtGspS4 durante 
el crecimiento.
Comparando estos resultados con los obtenidos en este trabajo por RT-PCR cuantitativa, 
podemos concluir que el gen TtGspS2 se expresa principalmente en condiciones de ausencia 
de estrés celular, aunque se expresa ligeramente tras una prolongada exposición al Zn2+ (el 
zinc es un metal esencial y se conoce que actúa como cofactor en la detoxificación de especies 
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Figura 113. Niveles de expresión (unidades ar-
bitrarias) de los genes TtGspSs que se han de-
tectado en diferentes condiciones utilizando un 
microarray (Miao et al., 2009). A: tres fases (con nú-
mero de células creciente) del ciclo crecimiento-
división. B: a diferentes tiempos de inanición (0-24 
h) y C: en diferentes fases de la conjugación (0-18 











GspS4 se expresa principalmente en condiciones de estrés (inanición, metales pesados, estrés 
oxidativo, etc). En el resto de genes (TtGspS3 y TtGspS1), sus expresiones son poco significativas 
o nulas. 
6.2 Presencia y biosíntesis de T[SH]
2
 en T. thermophila.
El análisis de la presencia de tripanotión (T[SH]
2
) y/o actividad tripanotión sintetasa 
(TryS) en extractos celulares derivados del ciliado T. thermophila, ha mostrado la presencia de 
GSH (~122 pmoles/5 ml), Gsp (57 pmoles/5 ml) y T[SH]
2
 (78 pmoles/5 ml). Igualmente, la inactiva-
ción por calor de las potenciales actividades enzimáticas presentes en el extracto celular, incre-
menta la presencia de GSH (217 pmoles/5 ml) al no utilizarse para su conversión en Gsp o T[SH]
2
, 
y disminuye las cantidades de Gsp (~24 pmoles/5 ml) y T[SH]
2
 (29 pmoles/5 ml). 
Los perfiles de estas moléculas a lo largo de la curva de crecimiento de este ciliado mues-
tran que existe un incremento del GSH y T[SH]
2
 intracelular al inicio de la fase exponencial, y 
estos valores se mantienen estables durante el resto de la fase exponencial y la estacionaria. En 
cualquier caso, los niveles de estas tres moléculas, sea cual sea la fase de crecimiento, mantie-
nen el siguiente orden; GSH > T[SH]
2
 > Gsp. Lo que podría indicarnos que los productos inicial 
(GSH) y final (tripanotión ) suelen estar en mayor cantidad que el intermedio o transitorio (Gsp). 
Indicando, igualmente, la relevancia de estas moléculas tiólicas en el mantenimiento de la ho-
meostaxis intracelular redox.  
Los niveles de tripanotión son muy variables en función del organismo, la fase de cre-
cimiento en que se encuentre y el medio en el que esté el organismo. Así, por ejemplo, en C. 
fasciculata los niveles más altos de T[SH]
2
 se alcanzan en la fase exponencial tardía,  mientras 
que en T.cruzi esto ocurre al comienzo de la fase exponencial. La disminución de los niveles de 
tripanotión en la fase estacionaria es una tendencia que se presenta en todo el grupo de tripa-
nosomátidos en donde se ha analizado (Ariyanayagam and Fairlamb, 2001). En T. thermophila 
el comportamiento de los niveles de tripanotión es más similar al que presenta T. cruci, es decir; 
los niveles más altos de tripanotión se detectan al inicio de la fase exponencial, para luego ir 
disminuyendo a lo largo de la fase estacionaria.
En Naegleria fowleri, ameba monopodial de vida libre, en el que también se analiza la 
cantidad de tripanotión por HPLC a lo largo de la curva de crecimiento de la ameba, el pico más 
elevado se detecta a las 60 horas de cultivo, lo que corresponde con el final de la fase exponen-









Tanto en T.cruzi (Ariyanayagam and Fairlamb, 2001) como en T. thermophila los niveles 
de GSH libre son más elevados que los de T[SH]
2
, dato que podría corroborar la posible función 
de almacenamiento de GSH por parte del tripanotión , al menos en el caso de T. cruzi, pero no 
en el de T. thermophila, ya que las posibles enzimas TtGspSs/TtTrySs de este microorganismo no 
tienen la función amidasa (necesaria para hidrolizar el tripanotión ), sólo la sintetasa. En T. ther-
mophila parece estar favorecida una mayor presencia y probablemente mayor funcionalidad 
del sistema GSH/GR frente al sistema T[SH]
2
/TryR. 
Al igual que en los experimentos de expresión de los genes TtGspSs bajo diferentes 
condiciones de estrés, también se llevaron a cabo medidas de T[SH]
2
 en extractos celulares de 
poblaciones de T. thermophila previamente tratadas (durante 2 h) con los mismos agentes es-
tresantes. El tratamiento con Cu2+ es el que corresponde con los niveles más elevados de T[SH]
2
 
intracelular (~7 veces respecto del control), mientras que el tratamiento con Zn2+ corresponde 
con una cantidad de T[SH]
2
 aproximadamente 2 veces la del control, y, por último, el tratamien-
to con CDNB mantiene los mismos niveles de tripanotión que los del control. Si relacionamos 
estos datos con los niveles de expresión del gen TtGspS4 (principal gen TtGspS que se expresa 
en condiciones de estrés), vemos que a las 2 h el ranking de niveles de expresión es CDNB 
>>Cu2+ >> Zn2+, aunque a las 24 h es Zn2+ > Cu2+. Parece que el CDNB demande mayor cantidad 
de T[SH]
2
, de aquí que se exprese más el gen TtGspS4 y se gaste más T[SH]
2
 , mientras que el 
Cu2+ demanda menos expresándose menos el mismo gen, gastando menos y acumulando más 
T[SH]
2
. Existen pocos trabajos que relacionen cantidad celular de T[SH]
2
 con la presencia de me-
tales, no obstante se conoce un estudio en el que cepas resistentes al arsénico de Leishmania 
tarentolae muestran un incremento del orden 10-30 veces los niveles de tripanotión respecto a 
la cepa salvaje, mientras que los niveles de GSH sufren un incremento de 2-5 veces (Mukhopa-
dhyay et al., 1996). En T. thermophila el arsénico (ión arseniato) no parece que induzca ningún 
gen TtGspSs de los estudiados, aunque no conocemos las cantidades intracelulares de T[SH]
2
 
bajo la exposición a este metal. 
La existencia de tripanotión en T. thermophila se ha comprobado tanto por HPLC como 
por espectrometría de masas. Sin embargo, los genes encontrados en este ciliado se asemejan 
más a GspS (aunque secundariamente pueden encontrar cierta similitud con TryS). Por lo que 
podríamos suponer que, al igual que en algunos tripanosomátidos (Tabla 31) sólo existe una 
enzima (denominada como TryS) que puede catalizar ambos pasos en la biosíntesis del tripa-
notión (GSH + espermidina → glutationilespermidina (Gsp) + GSH → T[SH]
2
 ), en T. thermophila 
podría, igualmente, existir una única enzima (más similar a GspS) que pudiera catalizar ambos 
pasos en la biosíntesis del T[SH]
2







La presencia de T[SH]
2
 en T. thermophila está también avalada por el hecho de que en su 
genoma-macronuclear existen al menos 2 genes (que hemos denominado TtTryX1 y TtTryX2) 
que codifican proteínas de la familia de las triparredoxinas (TryX). Estas proteínas (con función 
similar a la superfamilia de las tioredoxinas, dentro de las oxidorreductasas) constituyen parte 
del sistema enzimático ligado al T[SH]
2
, y están involucradas en el transporte de poder reductor 
usando el tripanotión como donador. Ambas proteínas (TtTryX1 y TtTryX2) presentan un domi-
nio triparredoxina (TryX), que incluye el motivo conservado (característico de las TryX) WCPPC 
en su centro catalítico, que remplaza al motivo WCG/APG que se encuentra en las tiorredoxinas 
(Colotti and Ilari, 2011). En la Figura 115, se muestra el alineamiento de una parte del dominio 
TryX  que contiene el motivo conservado (sombreado en azul) de ambas proteínas de T. ther-
mophila con las TryXs de otros organismos. Igualmente, en la misma figura, se muestra el árbol 
obtenido a partir de las mismas secuencias utilizadas en el alineamiento. 
En Leishmania infantum (Colotti and Ilari, 2011), también se han identificado dos genes 
(en monocopia) que codifican TryXs activas. Las secuencias aminoácidicas inferidas de TtTryX1 
y TtTryX2 presentan similitudes con TryX del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus (~48%, 
E = 6e-20) y una nucleorredoxina (un miembro de la familia de las tiorredoxinas, más similar a 
TryX) del salmón común (Salmo salar) (~92 %, E = 2e-26), respectivamente. Ambos genes TtTryXs 
se expresan (según los datos obtenidos de los experimentos de expresión utilizando un mi-
croarray de T. thermophila (Miao et al., 2009); el TtTryX1 durante el ciclo crecimiento-división, 
mientras que el TtTryX2 se expresa preferentemente durante el estrés por inanición (3-6 h). 
























Figura 114.  Esquema que muestra las diferentes posibilidades reales (A y B) e hipotéticas (C) para 
biosintetizar tripanotión . (A): Biosíntesis de T[SH]
2
 por medio de dos enzimas (GspS y TryS). Crithidia fasci-
culata puede usar sólo la TryS para catalizar las dos fases (como en el modelo B). (B): Biosíntesis de T[SH]
2
 por 
medio de una sola enzima (TryS) que cataliza ambas reacciones. (C): Hipótesis sobre la biosíntesis de T[SH]
2
 









Otro elemento que ratifica la presencia de T[SH]
2
 en T. thermophila es la existencia de 
la capacidad de ser reducido por una actividad tripanotión reductasa (TryR). La TryR es una 
enzima esencial en tripanosomátidos, de hecho se utiliza como molécula-diana en quimiote-
rapia (Krauth-Siegel and Inhoff, 2003). Nuestros resultados han mostrado que en T. thermophila 




), aunque comparada con la actividad GR es con-
siderablemente menor (60 vs 20 nmol/min/mg de proteína). Igualmente, ambas actividades 
reductasas se incrementan en presencia de diferentes metales (Cu2+ y Zn2+), los mismos metales 
(fundamentalmente, Cu2+ durante 2 h) que incrementan la expresión del gen TtGspS4. Por lo 
TtTryX2         DV-SPLKTNKVTCLYFSASYCPPCQAFTPLLIDFYNEVNAE-------DK
TtTryX1         DQ-DLFEANDIVCLYFAASHCYPSKAFTPKLIEFYNEVNIEDINIENNKK
TbTryX          SL-GSLV-GKTVFLYFSASWCPPCRGFTPVLAEFYEKH--------HVAK
LdTryX          DM-SSLS-GKTVFLYFSASWCPPCRGFTPKLVEFYEKH--------HNSK
SsTryX          DI-SSLE-GHYVGVYFSAHWCPPCRSLTRVLVESYRTVKES-------GQ
HsTryX          ES-SSLE-GSHVGVYFSAHWCPPCRSLTRVLVESYRKIKEA-------GQ
MmTryX          ES-SSLE-GSHVGVYFSAHWCPPCRSLTRVLVESYRKIKEA-------GQ
GgTryX          DPEEALQ-NKVVGLYFSAGWCSPCRDFTPVLCDFYTDLLEE----CQPPA



















Figura 115. Parte superior: alineamiento (Clustal W) de la región catalítica del dominio TryX de algunos 
organismos (incluyendo a las dos de T. thermophila).  En azul se indica el motivo (WCPPC) conservado en 
las TryX, y en gris los aminoácidos idénticos. Parte inferior: árbol filogenético inferido de las secuencias 
aminoacídicas TryX alineadas por el método T-Coffee. TtTryX1/2 (T. thermophila), TbTryX (Trypanosoma bru-
cei), LdTryX (Leishmania donovani), MtTryX (Medicago truncatula), GgTryX (Gallus gallus), SsTryX (Salmo salar), 







tanto, parece existir actividad TryR, aunque nuestra búsqueda de algún gen homólogo a TryR 
en el genoma-macronuclear de T. thermophila ha sido fallida.
TryR, GR y TrxRs son enzimas relacionadas que se incluyen en la misma familia de disul-
furo flavoproteínas oxidorreductasas diméricas. Como se puede apreciar en la Figura 116, entre 
los tres tipos de enzimas oxidorreductasas existen una considerable similitud entre aquellos 
dominios esenciales para el desarrollo de su capacidad reductasa (unión con FAD, sitio catalíti-
co y unión con NADPH). En este alineamiento se incluyen 4 de las 5 TrxRs y la GR de T. thermo-
phila, y como se observa en la Figura 116 todas ellas presentan los dos residuos de Cys del lugar 
activo, involucrados en la reacción de oxidoreducción. Igualmente, la Figura 117 muestra las 
conexiones filogénéticas entre los tres tipos de enzimas oxidoreductasas. 
La especificidad de sustrato es determinada por 5 aminoácidos (2Cys, Thr, His y Glu), to-
dos los cuales se presentan en las secuencias de 3 de las TtTrxR (TtTrxR1, TtTrxR2 y TtTrxR4) y en 
la TtGR. Como se ha mostrado en la TryR de Leishmania donovani (Cunningham and Fairlamb, 
1995) el antimonio Sb (III) se une a los residuos Cys52, Cys57, Thr335 e His461, bloqueando la 
actividad enzimática de la TryR, de hecho es la principal droga utilizada contra la leishmaniasis. 
Como estos mismos residuos existen en 3 de las TtTrxR y en la TtGR, el Sb(III) podría posible-
mente inhibir igualmente a estas enzimas. 
Ante la ausencia de un gen homólogo a TryR en el genoma-macronuclear de T. thermo-
phila, y la constancia experimental de la existencia de actividad tripanotión reductasa, podemos 
suponer que alguna de las TtTrxRs podría desempeñar esta función por su similitud estructural 
con la TryR. La TtTrxR2 podría ser una buena candidata, ya que el gen que codifica esta proteína 
es el que se expresa más en diferentes condiciones, pero fundamentalmente bajo Cu2+ y CDNB 
(Tabla 30), que corresponde con los tratamientos en que se obtiene mayores valores de activi-









Lugar de unión FAD
LmTryR      GAGSGGLEAGWNAAATYKKKVA
TbTryR      GAGSGGLEAGWNAATLYKKRVA 
CfTryR      GAGSGGLEAGWNAASLHKKRVA 
TtGR        GGGSGGQASAKEAAS-FGARVG 
CrGR        GAGSGGVRASRFAATLYGAKVA 
SpGR        GGGSGGLASARRAAK-HGAKVA 
EcGR        GGGSGGIASINRAAM-YGQKCA 
HsGR        GGGSGGLASARRAAE-LGARAA 
EcTrxR      GSGPAGYTAAVYAAR-ANLQPV 
HsTrxR      GGGSGGLAAAKEAAQ-YGKKVM 
ScTrxR      GSGPAAHTAAIYLAR-AEIKPI 
TtTrxR1     GGGSGGLAAAKEAAS-FGARVA 
TtTrxR3     GGGSAGLSFALEAHK-LGMKTI 
TtTrxR4     GGGSGGLAFAFEAQK-LGMKAV 
TtTrxR2     GGGSGGLAASKEAAQ-FGVKVG
                                       
Lugar activo
LmTryR      LGGTCVNVGCVPK----KLMVTGA 
TbTryR      LGGTCVNVGCVPK----KLMVTGA     
CfTryR      LGGTCVNVGCVPK----KLMVTGA    
TtGR        LGGTCVNVGCVPK----KMFHYAS   
CrGR        AGGTCVIRGCVPK----KLLVYGA   
SpGR        LGGTCVNYGCVPK----KIMWNIA     
EcGR        LGGTCVNVGCVPK----KVMWHAA    
HsGR        LGGTCVNVGCVPK----KVMWNTA  
EcTrxR      KGGQLTTTTEVENWPGDPNDLTGP    
HsTrxR      LGGTCVNVGCIPK----KLMHQAA     
ScTrxR      AGGQLTTTTEIENFPGFPDGLTGS 
TtTrxR1     LGGTCVNVGCIPK----KLMHFAA   
TtTrxR3     LGGTCVNVGCIPK----KLFHTAS    
TtTrxR4     LGGTCVNVGCIPK----KLMHTAA    
TtTrxR2     LGGTCVNVGCIPK----KLMHYAA
Lugar de unión NADPH
LmTryR      GGGYIAVEFAGIFNGYKPRGGYVDLCYRGDLILR 
TbTryR      GGGFISVEFAGIFNAYKPPGGKVTLCYRNNLILR 
CfTryR      GGGYISIEFAGIFNAYKARGGQVDLAYRGDMILR 
TtGR        GASYVALECAGFLNGL---GYDVTVLVRS-KVLA 
CrGR        GAGYIATEFAGIFRGTHAAQYAVHLMFRGDKVLR 
SpGR        GAGYIAVELAGVFAAL---GTETHMFIRQSKFLR 
EcGR        GAGYIAVELAGVINGL---GAKTHLFVRKHAPLR 
HsGR        GAGYIAVEMAGILSAL---GSKTSLMIRHDKVLR 
EcTrxR      GGGNTAVEEALYLSNI---ASEVHLIHRRDG-FR 
HsTrxR      GASYVALECAGFLAGI---GLGVTVMVRS-ILLR 
ScTrxR      GGGDSACEEAQFLTKY---GSKVFMLVRKDH-LR 
TtTrxR1     GASYIALECAGFLAGF---GYDVTVMVRS-ILLR 
TtTrxR3     GSGYIAFESAGFLSNL---GMNTTLMARG-QYLR 
TtTrxR4     GGGYIALECSGFLSTL---GYDTTMMTRS-LYLR 
TtTrxR2     GGSYIALECAGFLNGL---GYDVTVLYRS-VLLR 
Figura 116. Alineamientos de regiones conservadas y relevantes para el funcionamiento de las enzi-
mas Tripanotión reductasa (TryR), Glutatión reductasa (GR) y Tiorredoxina reductasa (TrxR). Los ami-
noácidos idénticos están sombreados en gris. Los residuos de Cys que intervienen en el centro catalítico 
están sobreados en azul. Los organismos representados son los siguientes; Lm (Leishmania major), Tb (Trypa-
nosoma brucei), Cf (Crithidia fasciculata), Tt (Tetrahymena thermophila), Cr (Chlamydomonas reinhardtii), Sp 







6.3 Modelo evolutivo de las TryS/GspS.
En el 2005, se propuso (Oza et al., 2005) un modelo evolutivo para las TrySs a partir de las 
GspSs. Este modelo contempla la posibilidad de que una GspS ancestral con una estrecha espe-
cificidad de sustrato podría haber experimentado una duplicación génica, que tras divergencia 
podría haber originado dos genes independientes; GspS y TryS (con un 52 % de identidad), 
coexistiendo ambas en el mismo sistema vivo (como en Crithidia). Posteriormente, en algunas 
especies de Trypanosoma se perdería la copia GspS, manteniéndose con una única TryS de am-
plia especificidad (capaz de catalizar ambas reacciones en la biosíntesis del tripanotión ). Estos 
mismos autores contemplan también una hipótesis alternativa consistente en que ambas enzi-
mas (GspS y TryS) fueran adquiridas independientemente por un ancestro tripanosomátido. Lo 
que explicaría la localización de cada gen en diferentes cromosomas, como ocurre en L. major. 
Más recientemente otros autores (Manta et al., 2013), han propuesto un modelo similar 


















Figura 117. Filograma en donde se muestran las conexiones filogenéticas entre los tres tipos de en-
zimas oxidorreductasas (TryR, GR y TrxR) obtenidas de diferentes organismos. Cf (Crithidia fasciculata), 
Cr (Chlamydomonas reinhardtii), Ec (Escherichia coli), Eh (Entamoeba histolytica), Hs (Homo sapiens), Lm (Leish-
mania major), Sc (Saccharomyces cerevisiae), Sp (Schizosaccharomyces pombe), Tb (Trypanosoma brucei),Tt (Te-









de una GspS en g-protobacterias ancestrales (de hecho la actual E. coli tiene una GspS) (Tabla 
31), que mediante una endosimbiosis primaria podría haber transferido el gen al núcleo de un 
antepasado común eucariota (transferencia génica endosimbiótica), a partir del cual se trans-
firió a los euglenidos (ancestros de los kinetoplastidos). En kinetoplastidos bobónidos o en un 
antepasado de estos se produciría la duplicación del gen GspS, una posterior diversificación de 
una de las copias originando el gen TryS.
A la luz de los nuevos datos y la existencia de enzimas GspSs, con probable actividad tri-
panotión sintetasa, en protozoos ciliados, debemos de rehacer este modelo evolutivo al incor-
porar estos nuevos elementos. En la Figura 118 se muestra una propuesta de  modelo evolutivo 
(inspirado en ambas propuestas previas). A partir de una GspS presente en el último ancestro 
común universal (LUCA), y que se mantendría en la línea procariota, se podría haber transferido 
a un antepasado común eucariota tras una endosimbiosis primaria por una g-protobacteria 
ancestral. Esta pasaría a los euglenoides (Euglena gracilis posee una GspS, Tabla 31), los cuales 
son los ancestros (tras perder los cloroplastos) de los kinetoplastidos. En un antepasado común 
de los kinetoplastidos (Euglenozoa) y alveolados (Alveolata)  se produciría la duplicación del 
gen GspS, y una de las copias se transformaría en la TryS (recordemos que ambas enzimas son 
bastante similares), apareciendo así el T[SH]
2
. Ambas podrían haber coexistido en este antepa-
sado común eucariota, catalizando cada una de las dos etapas de la biosíntesis del T[SH]
2
. Esta 
dualidad enzimática se mantiene en la mayoría de los tripanosomátidos, en donde coexisten 
ambas enzimas, aunque una de ellas (TryS) pueda (como en el caso de C. fasciculata) catalizar 
las dos etapas de la biosíntesis del T[SH]
2
 (indicado como ambas actividades con un punto azul 
en la Figura 118). Por otro lado, T. brucei ha perdido la GspS, quedando sólo la TryS con ambas 
actividades catalíticas sintetasas. Algo similar pudo haber ocurrido en el caso de los ciliados, 
en donde existe una GspS que podría tener ambas capacidades catalíticas, tras perder la ver-
sión TryS. Al menos en T. thermophila esta enzima tendría la capacidad de biosintetizar T[SH]
2
, 
ya que se ha demostrado su existencia. Igualmente, tras sucesivas duplicaciones parálogas, en 
este ciliado se han originado 4 isoformas génicas bastantes similares dos a dos; el par (TtGspS1 
y TtGspS2) y el par (TtGspS3 y TtGspS4) localizado en el mismo brazo cromosómico (4L).
El modelo evolutivo mostrado en la Figura 118 representa una posibilidad entre otras 
aparentemente posibles. 
El poder reductor del tripanotión es mayor que el del GSH,por su potencial redox y ade-
más porque la presencia de la pareja de tioles en una misma molécula favorece en mayor me-
dida la reacción enzimática en comparación con el glutatión, donde deben coincidir espacial-







papel del tripanotión en las reacciones de oxidorreducción y por tanto en la defensa frente a 
estrés oxidativo. 
El ciliado T. thermophila es uno de los pocos microorganismos (junto con Entamoeba 
histolitica) en donde podemos decir (con cierto nivel de certeza) que coexisten los tres sistemas 
antioxidantes (GSH/GR, T(SH)2/TryR y Trx/TrxR), que presumiblemente podrían trabajar coope-
rativamente en la defensa contra el estrés oxidativo. Probablemente, los  sistemas GSH/GR y 
Trx/TrxR son filogenéticamente anteriores al sistema tripanotión , que parece estar restringido 
a microorganismos eucariotas primitivos (protistas), y principalmente (pero no exclusivamen-
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Figura 118. Esquema del modelo evolutivo propuesto para el tándem enzimático GspS/TryS. Para más 









están expuestos a las diferentes especies reactivas del oxígeno (ROS) generadas por su propio 
metabolismo, pero los protozoos parásitos no sólo han de eliminar su ROS endógeno sino que 
también el ROS originado por los mecanismos de defensa del hospedador frente al parásito 
(Muller et al., 2003). Esto hace que el metabolismo redox de estos microorganismos eucariotas 
esté reforzado o utilice moléculas con un mayor poder reductor (como el tripanotión ). Por esta 
razón, algunas de las enzimas redox (como la TryR) de estos parásitos se utilizan como dianas 
para el desarrollo de drogas, que se usan en la quimioterapia contra las enfermedades que es-
tos microorganismos originan.
7. VISIÓN INTEGRADA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS PARA EL Cd2+ y As5+: 
POSIBLES ESCENARIOS O MODELOS DE LA RESPUESTA ESTRÉS EN Tetrahyme-
na thermophila.
En esta última sección de la Discusión, intentaremos ofrecer una visión integrada de 
todos los resultados obtenidos, o parte de los mismos, que muestren coherencia para formar 
parte de lo que podríamos denominar “líneas de defensa” celulares probablemente presentes 
en el ciliado-modelo T. thermophila, como respuesta al estrés inducido por Cd2+ ó As5+. En la Fi-
gura 119, se muestra un esquema de las enzimas más relevantes involucradas, directa o indirec-
tamente, con el metabolismo del GSH, y de cuyos genes se han analizado, en este trabajo o en 
otros, los niveles de expresión frente al estrés provocado por estos dos cationes, e igualmente 
se resume los experimentos realizados en esta tesis en torno al GSH. Dos tipos de experimentos 
se han llevado a cabo: 
a) El efecto conjunto y por separado de inhibidores (biosíntesis del GSH) o bloqueado-
res (grupos tiólicos) y metal(oid)es (Cd2+ ó As5+) entre otros agentes estresantes, sobre 
la mortalidad celular, la cantidad de grupos -SH disponibles y el glutatión total (GSH + 
GSSG), 
y b) Los niveles de expresión de los genes que codifican enzimas involucradas en el 
metabolismo del GSH (un total de 37 isoformas , indicadas en números rojos entre 
paréntesis en la Figura 119) bajo el estrés inducido por muy diversos agentes, junto 
con alguna actividad enzimática. Las enzimas cuyos genes se han analizado (en este u 








Cuando existe un exceso de GSH puede transportarse a través de la membrana citoplas-
mática (mediante un transportador de GSH), y la gGT (g-glutamil-transpeptidasa), localizada en 
la membrana, puede transferir el glutámico derivado del GSH a otro aminoácido, liberando el 
dipéptido Cys-Gly. Estos dipéptidos pueden, mediante una dipeptidasa (DP), liberarse y pasar 
a través de la membrana por mediación de un transportador de aminoácidos al citoplasma 
para su posterior utilización. La función de la gGT en T. thermophila, podría ser realizada por 
una pseudo-fitoquelatinsintasa (TtψPCS) encontrada en este ciliado, que podría ser capaz de 
hidrolizar GSH (Amaro et al., 2009), ya que no se ha detectado genes homólogos de esta enzima 
en el genoma-macronuclear de este ciliado. El gen que codifica la TtψPCS es inducido (≈ 7x) en 
presencia de Cd2+ (tras 1 h de tratamiento) (Amaro et al., 2009), esta respuesta podría estar co-
ordinada con el incremento (≈ 7x) de los niveles de expresión del gen TtGCL(que origina GCL) 
en presencia de Cd2+ (tras 2 h de tratamiento).
Resumen de los experimentos en torno al metabolismo del GSH
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Figura 119. Esquema de los experimentos realizados en torno al metabolismo del GSH. Se indican (den-
tro de una elipse azul) las enzimas más importantes en las que se ha analizado los niveles de expresión de los 














TryR, por lo que se han analizado los genes TtGR y TtTrxRs, junto con la actividad enzimática de 
una potencial TryR (al no encontrar genes homólogos de TryR en este ciliado).
7.1 Posible escenario de la respuesta estrés frente al As5+
Un posible escenario para el estrés originado por el metaloide arseniato (As5+) se repre-
senta en la Figura 120. Como ya se indicó en la Introducción, el arsénico es uno de los cationes 
inorgánicos más tóxicos, capaz de generar especies reactivas de oxígeno (principalmente pe-
róxido de hidrógeno),peroxidación lipídica (PoL) en la membrana citoplasmática y mitocon-
drial, tiene carácter carcinógeno e induce varias vías de apoptosis. Este catión puede pasar al 
interior celular “parasitando” transportadores de fosfato (TP) (Figura 120). Recientemente (Yin 
et al., 2011), se ha mostrado que T. thermophila puede reducir el catión As5+(arseniato) a As3+ (ar-
senito), y en su genoma se ha localizado un posible gen que codifique una arseniato reductasa 
(AR), y además inactivarlo por bio-metilación originando monometil-arseniato (MMA) o dime-
til-arseniato (DMA), por una arseniato/arsenito metiltransferasa (AMT). Luego, estos derivados 
metilados se pueden reducir por una MMA o DMA reductasa (MMAR / DMAR), respectivamente 
(Figura 120). Aunque el arsenito podría ser expulsado al exterior celular por una bomba tipo 
ABC, parece una contradicción que reduzca el As5+ a As3+, ya que en la mayoría de los seres vivos 
esta especie de arsénico (As3+) es más tóxica que el arseniato. Sin embargo, en T. thermophila 
(cepa silvestre) se ha comprobado (Rodríguez-Martín et al., 2013) que el arseniato (As5+) es con-
siderablemente más tóxico que el arsenito (As3+), ya que es ≈ 3x más resistente al arsenito que 
al arseniato. 
El GSH podría constituir una primera o temprana “línea de defensa” frente al As5+ forman-
do complejos con este catión (As-GS
2
), e inactivándolo. Esta posibilidad podría estar corrobo-
rada por la sobre-expresión de la GCL (≈ 89x, tras 2 h de tratamiento con As5+). Igualmente, la 
utilización del GSH como fuente de poder reductor para la reducción del As5+a As3+, implicaría 
un aumento de la actividad y cantidad de la GR, como se puede comprobar por el aumento de 
la expresión del gen TtGR (≈ 107x, tras 2 h de tratamiento con As5+) (Figura 120). El arseniato 
puede bloquear la producción de tiorredoxina-reducida (TrxSH
2
) por la enzima TrxR, necesaria 




 originado por el arsénico) (Figu-
ra 120). Esto se puede deducir de los incrementos en la expresión de los genes TrxR2 y TrxR5(≈ 
100x y 65x, respectivamente, tras 2 h de tratamiento con arsénico), que codifican para dos TrxRs 











 originado por el As5+ puede descomponerse en H
2
O por GPxs (Glutationperoxi-
dasas) o TPxs (tiorredoxinaperoxidasas). Las GPxs (EC. 1.11.1.9) son miembros de la triada enzi-
mática SOD-CAT-GPx (superóxidodismutasa-catalasa-glutatión peroxidasa) que forman parte 
de la defensa antioxidante en organismos procariotas y eucariotas aerobios. T. thermophila tie-
ne en su genoma-macronuclear 11 isoformas génicas de posibles GPx (con un dominio con-
servado GPx), y se ha analizado la expresión de algunos de estos genes bajo estrés por metales 
y otros agentes estresantes (Cubas et al., 2011). Al menos, dos de ellos (TtGPx1 y TtGPx4), se 
sobre-expresan significativamente frente al As5+ (tras 1 h de tratamiento), lo que podría indicar 
la necesidad de incrementar la concentración intracelular de estas enzimas para contrarrestar 
la formación de peróxido de hidrógeno inducido por este metaloide.  
Igualmente, algunos genes GSTs de este ciliado también se sobre-expresan (tras 2 h de 
tratamiento con As5+), tales como TtGSTO1 (≈ 120x), TtGSTO6 (≈ 120x), TtGSTZ2 (≈ 53x) y TtGSTT3 







Escenario para el As5+
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As5+ As3+
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1ª Línea de defensa





















Figura 120. Esquema de los dos posibles escenarios o modelos que muestran los elementos implica-
dos en la respuesta estrés frente al As5+ o al Cd2+. Entre paréntesis se indica el número de veces que se 









nas GSTs (Board et al., 2000), o estar involucradas en la detoxificación de productos de la peroxi-
dación lipídica, transfiriendo GSH. Además, la MMA5+R requiere GSH para su función catalítica, y 
como se ha comprobado en los humanos (Aposhian et al., 2004) esta función enzimática puede 
realizarse por una GST de la clase Omega. Precisamente, los dos genes GSTs que más se inducen 
en presencia de As5+ son ambos de la clase Omega (TtGSTO1 y TtGSTO6) (Figura 120).
En una posible segunda (o más tardía) “línea de defensa” celular, se podría considerar a 
las metalotioneinas (MTs), ya que el gen que codifica la isoforma MTT5 (CdMT) de T. thermo-
phila se sobre-expresa unas ≈ 60x (tras 24h de exposición al As5+) (Díaz et al., 2007). Además, 
recientemente (Rodríguez-Martín et al., 2013), se ha comprobado que cepas de T. thermophila 
(GFPMTT1 o GFPMTT5) con multicopia plasmídica que contiene el promotor MTT1 (otra iso-
forma de MT de este ciliado) unido a la región codificante del gen MTT5 o MTT1 y fusionado 
con la proteína reportera GFP (Green Fluorescent Protein), son considerablemente mucho más 
resistentes (menor mortalidad) tanto al As5+ como al As3+ que la cepa silvestre (sin el plásmido). 
Esto podría sugerir que la MT podría quelar (unir) tanto As5+ como el As3+, reduciendo su biodis-
ponibilidad en el interior celular y, por lo tanto, haciéndolo menos tóxico. 
7.2 Posible escenario de la respuesta estrés frente al Cd2+.
El Cd2+ puede penetrar en la célula tanto a través de la membrana citoplasmática como 
“parasitando” transportadores para cationes esenciales. Igualmente, podría ser expulsado al ex-
terior celular mediante transportadores ATPasa de tipo-P (Figura 120). En T. thermophila exis-
ten 91 genes que codifican para presumibles P-ATPasas, y muy probablemente algunos sean 
para cationes inorgánicos. De hecho, son los más abundantes (485 genes), lo que representa un 
51,6% del total de genes que codifican transportadores de membrana (Eisen et al., 2006). 
En una primera o temprana “línea de defensa”, tendríamos las metalotioneinas (MTs), 
principalmente la MTT5 y MTT1 de este ciliado, cuyos genes se sobre-expresan ≈ 60x y 10x, 
respectivamente (tras 1 h de exposición al Cd2+) (Díaz et al., 2007). Estas proteínas tienen una 
capacidad teórica de unir entre 8-9 cationes Cd2+ / molécula de proteína (Gutiérrez et al.,2009), 
por lo que constituyen una verdadera “barrera” de protección celular, que minimiza la acción 
tóxica de estos cationes sobre enzimas fundamentales (Figura 120). El GSH, podría igualmente 
quelar parte de estos cationes o proporcionar poder reductor a otras enzimas involucradas en 
el sistema celular antioxidante. De hecho, el gen TtGCL involucrado en la codificación de GCL 
(enzima de la biosíntesis de glutatión) se sobre-expresa unas 7x (tras 2 h de exposición al me-







róxidos (Gallego et al., 2007; Rico et al., 2009), por lo que las GPxs podrían tener una importante 




. Existen 5 genes codificantes de diferentes isoformas de GPx que 
se sobre-expresan (a 1 h de tratamiento con Cd2+) (Figura 120). Es el gen TtGPx2 el que más se 
induce (≈ 2.175x), seguido por el gen TtGpx1 (≈ 949x), que al igual que con el As5+ es uno de los 
que más se sobre-expresan. A continuación, y en menor cantidad, se inducen los genes; TtGPx3 
(≈ 216x), TtGPx7 (≈ 156x) y TtGPx10 (≈ 81x). Esto indica que las GPx (enzimas que catalizan la re-
ducción de hidroperóxidos usando GSH como donador de electrones) tienen una importante 
función en la respuesta antioxidante inducida por el Cd2+. Igualmente, los mismos genes TrxRs 
que se inducían con As5+ (TtTrxR2 y TtTrxR5) también se inducen con el Cd2+ (tratamiento 2 h), 
aunque a niveles inferiores que con el As5+ (≈ 74x y ≈ 17x, respectivamente). 
En una segunda o tardía “línea de defensa” celular, podrían intervenir GSTs (Figura 120). 
Puesto que el Cd2+ induce apoptosis en T. thermophila (Gutiérrez et al.,2008), las GSTs pueden 
actuar como moduladores de la apoptosis. De hecho, 4 isoformas génicas de GSTs se sobre-ex-
presan tras exposición al Cd2+; el gen TtGSTZ2 (tanto a las 2 h como tras 24 h de exposición al 
metal), con unos niveles de inducción respecto del valor basal de 150x (2 h) y 131x (24 h). Esta 
isoforma también se expresa significativamente en presencia de As5+ (Figura 120), por lo que 
podría tener también una función similar a las GPxs. También, el gen TtGSTO1 se sobre-expresa 
bajo la acción de ambos tipos de cationes (tempranamente en el caso del As5+ o tardíamente 
bajo el estrés por Cd2+). Otras dos GSTs aparecen en el escenario del estrés por Cd2+; la GSTM3 y 
la GSTM4, cuyos genes se inducen ≈ 16x y ≈ 74x, respectivamente. 
Aunque el ciliado T. thermophila presenta los tres tipos de sistemas antioxidantes, parece 
que los más implicados en la respuesta frente a As5+ o Cd2+ son el GSH/GR y el TrxSH
2
/TrxR. Sin 
embargo, no parece que el sistema T[SH]
2
/TryR tenga una función importante en la defensa 
frente al As5+ o el Cd2+, aunque se requiere una mayor experimentación al respecto. 
Por supuesto, en estos dos posibles escenarios pueden faltar otros elementos, que aún 
no han sido analizados, y que en un futuro podrían enriquecer nuestro conocimiento sobre la 
























































































A) Sobre la respuesta estrés frente a metal(oid)es.
A1- El Cd2+
1) El ciliado-modelo Tetrahymena thermophila, responde al estrés originado por el Cd2+ 
mediante dos principales moléculas con grupos tiólicos; las metalotioneinas (princi-
palmente la MTT5 y MTT1) (Díaz et al., 2007) que quelan el metal disminuyendo así la 
biodisponibilidad intracelular del mismo y evitando la interacción con enzimas y otras 
macromoléculas fundamentales, y el GSH (glutatión) como parte del sistema celular 
antioxidante (GSH/GR), el cual constituye la fuente de poder reductor para contrarres-
tar el estrés oxidativo inducido por el Cd2+, en la que intervienen enzimas como las 
GPxs (se sobre-expresan al menos 5 isogenes) y las TrxRs (se sobre-expresan al menos 
2 isogenes). 
2) El Cd2+ también induce apoptosis en T. thermophila (Gutiérrez et al., 2008), lo que podría 
requerir la presencia de moléculas moduladoras de este proceso, como las GSTs (se 
sobre-expresan al menos 4 isogenes). 
A2- El As5+
1) En T. thermophila el principal componente de la primera línea de defensa frente al estrés 
originado por el As5+ es el GSH, actuando como fuente de poder reductor para enzimas 
involucradas en desactivar el estrés oxidativo inducido por este metaloide, como son 
las TrxRs y las GPxs (se sobre-expresan al menos 2 isogenes de cada tipo enzimático). 
Igualmente, la reducción del As5+ a As3+ (demostrada en este ciliado por Yin et al., 2011) 
requiere GSH para la correspondiente enzima (arseniato reductasa). De la misma for-



























ferir a productos derivados de la peroxidación lipídica producidos por el As5+.  
2) En una segunda o tardía “línea de defensa”, y tras una exposición prolongada al As5+, las 
metalotioneinas pueden tener una función detoxificante del As5+ capturando dicho 
metaloide.
A3- Otros cationes inorgánicos
1) El Pb2+, al igual que el Cd2+ o el As5+, también induce los genes del sistema celular an-
tioxidante GSH/GR, ya que son los genes TtGCL (síntesis de glutatión) y TtGR (reducción 
del glutatión) los que se sobre-expresan significativamente, tanto tras exposición corta 
como prolongada. También, induce la expresión de los genes; TtGSTO1/6 y TtGSTT1/3, 
que, igualmente, están entre los que se expresan con Cd2+ y As5+. 
2) El Cu2+ y el Zn2+, metales esenciales, son los que, en general, inducen la expresión de 
un menor número de los genes que se han seleccionado, y con menores valores de 
inducción. Curiosamente, son los genes TtGspS2 y TtGspS4 (que prácticamente no se 
expresan con los anteriores metal(oid)es), los que más se expresan con estos metales. 
Lo que se corresponde con los niveles intracelulares más elevados de tripanotión tras 
tratamiento con estos metales. Igualmente, algunos genes TtTrxRs (TtTrxR2 y R5) se so-
bre-expresan algo frente al estrés originado por estos metales, aunque no con los nive-
les que lo hacen con el Cd2+ o el As5+ (más tóxicos). Por lo que, al parecer, estos metales 
al ser esenciales y menos tóxicos, no requieren una defensa tan importante como la 
que desarrolla la célula para el Cd2+ o el As5+. 
B) Sobre la respuesta estrés frente a moléculas oxidantes y electrófilas
B1- El CDNB
1) Como cabría esperar el CDNB (sustrato de GSTs e inductor universal de la expresión de 
sus genes) es la molécula que induce un mayor número de clases e isoformas de genes 
GSTs (todos los analizados se sobre-expresan en presencia del CDNB), a excepción de 
la isoforma TtGSTM40 que tampoco se expresa con ninguna de las condiciones estrés 
ensayadas. 
2) Igualmente, los genes del sistema antioxidante GSH/GR se sobre-expresan en presencia 





















principalmente con la sobre-expresión del gen TtTrxR2 (entre otros) y exclusivamente 
con la del gen TtGspS4 (más de 200 veces el nivel basal). La cantidad de T(SH)
2
 en el 
citoplasma en presencia de CDNB es similar a la de los controles, por lo tanto, parece 
que el CDNB demanda mayor cantidad de T(SH)
2
 , por lo que se sobre-expresa el gen 
TtGspS4 y se gasta más T(SH)
2
 en la defensa frente al estrés oxidativo originado por el 
CDNB. 
B2- La MD y el PQ
1) La MD no parece ser un agente que induzca estrés oxidativo de manera tan potente o 
eficaz como el CDNB (tras el mismo periodo de tratamiento), a la vista del número de 
genes cuya expresión induce. De todos ellos, solo el TtGCL (síntesis de GSH) se sobre-
expresa de manera llamativa (más de 100 veces) indicando el requerimiento de GSH, 
y que se corresponde con la disminución de glutatión total y el aumento de la morta-
lidad celular ocasionado por la MD. El resto (4 TtTrxRs y 4 TtGSTs) se sobre-expresan a 
niveles no superiores a 10 veces el nivel basal. 
2) El PQ (tras exposición prolongada), induce significativamente la sobre-expresión de 5 
genes GSTs, el gen TtGCL, el TtGspS4 y sólo dos TtTrxRs. El gen TtGCL presenta el siguien-
te ranking de capacidad de inducción para los tres agentes oxidantes utilizados; MD 
>>CDNB >PQ, lo que indica la necesidad del GSH para contrarrestar el estrés oxidati-
vo producido por estos compuestos. Otro gen que es inducible por los tres agentes 
oxidantes es el TtGSTO1, que presenta un ranking CDMB >>PQ >MD, y el resto de los 
genes son inducibles por sólo uno o dos de estos agentes oxidantes. El PQ suele estar 
el último o penúltimo de este ranking de valores de capacidad de inducción.
C) Sobre la respuesta estrés frente a otros agentes.
C1- El pH
1) El pH ácido (pH 5) induce,casi exclusivamente, la sobre-expresión (más de 100 veces) 
del gen TtGCL (síntesis de GSH), ya que los dos genes TtGST (M3 y Z2) lo hacen a niveles 
muy inferiores (menos de 5 veces), y el resto de los genes analizados no se expresan 
bajo un estrés ácido prolongado (24h). La función del GSH bajo un estrés ácido es muy 
poco conocida, sin embargo se sabe que en bacterias el GSH protege a la célula contra 
un estrés ácido (Riccillo et al., 2000; Zhang et al., 2007), siendo, por lo tanto, la primera 













gen GCL por un pH ácido. Sin embargo, los niveles intracelulares de glutatión total en 
condiciones ácidas, tras inhibir (con BSO) la enzima GCL, permanecen iguales que los 
del control a pH ácido (sin BSO), lo que podría interpretarse como que los niveles de 
inhibición por BSO son inferiores a los de producción de nueva GCL, manteniéndose 
así los niveles de GSH a pH ácido, que son muy similares a los del control a pH neutro. 
Probablemente, la presencia de BSO también sobre-expresa el gen GCL. 
2)El pH básico (pH 9) no induce sobre-expresión relevante de ninguno de los genes ana-
lizados. 
C2- Inanición
Una inanición por 24 h sólo induce significativamente la sobre-expresión (≈ 32 veces) del gen 
TtTrxR5 (sin el dominio TrxR), de todos los genes analizados. Esta región equivaldría a la EST 
(DY678605.1) que ha sido aislada de genotecas de expresión obtenidas tras inanición (1-6  h) 
(Turkewitz, datos no publicados), y podría tener alguna función importante durante la inani-
ción (que aún desconocemos).
D) Sobre el gen TtGCL.
1) T. thermophila contiene en su genoma macronuclear un gen (que hemos denominado 
TtGCL) codificante de la enzima GCL (glutamato cisteína ligasa), el cual se encuentra en 
monocopia al igual que en otros microorganismos eucariotas, tales como; Trypanoso-
ma brucei o Schizosaccharomyces pombe.
2) La proteína TtGCL inferida es única entre los microorganismos eucariotas, ya que es una 
de las GCLs más pequeñas conocidas (405 aa), incluyendo las de otros protozoos (Para-
mecium tetraurelia o Ichthyophthirius multifilis, que están dentro del rango del tamaño 
promedio de las GCLs), siendo, por el contrario, más similar al tamaño de aquellas de 
cloroplastos, ciertas bacterias patógenas y cianobacterias. Sin embargo, su identidad 
hace que se clasifique en el grupo de los eucariotas (excluyendo a los vegetales), junto 
con la de los mamíferos, nematodos, insectos y protozoos parásitos. 
3) El análisis filogenético de las GCLs ha revelado que la TtGCL se incluye dentro del grupo 
de protistas con un origen común con el resto de los eucariotas (exceptuando plantas 
y algas). Las GCLs de protistas (incluyendo la TtGCL) parece tener como ancestro la GCL 
de Trypanosoma (kinetoplástido), que a su vez pudo estar relacionada con las GCLs de 
cianobacterias. Las tres GCLs de ciliados analizadas están conectadas con la PbGCL 
(Plasmodium berghei) (apicomplexa), lo que coincide con la filogenia basada en otras 
















4) La historia evolutiva de las GCLs, tras aplicar la teoría de la endosimbiosis seriada o sim-
biogénesis, podría haber seguido el siguiente camino; Cianobacterias → Cloroplastos 
(endosimbiosis secundaria en un primer eucariota aerobio) → Rhodofitas → (endo-
simbiosis terciaria en un flagelado heterótrofo – Euglénido) → Dinoflagelado autótro-
fo (Cryptomonádido) → (otra endosimbiosis terciaria en un flagelado heterótrofo) → 
Ciliados (Ciliophora). El grupo Alveolata (que incluye a los ciliados) tiene un ancestro 
común con Excavata, que engloba a Euglenozoa (en donde se encuentra Trypanoso-
ma). En la lista de genes de origen plastídico que pudieron transferirse del genoma 
endosimbionte (plástido) al núcleo del hospedador (eucariota heterótrofo), están dos 
relacionados con el metabolismo del glutatión; la GSH reductasa y la GSH peroxidasa, 
a la cual podríamos también incorporar la GCL, filogenéticamente anterior a las dos ci-
tadas. Las características de la GCL de T. thermophila y otros protozoos ciliados apoyan 
así este posible modelo evolutivo.
5) La inducción transcripcional del gen TtGCL es superior tras exposiciones cortas (2 h) 
frente a tratamientos prolongados (24 h) para el mismo metal(oide). Lo que coinci-
de con la idea de que la célula responde rápidamente (1ª barrera de defensa) frente 
a la toxicidad oxidativa originada por la presencia del metal(oide). Esto se hace muy 
patente en el caso del ión arseniato (As5+), junto con otros compuestos que originan 
estrés oxidativo (como la MD y el CDNB). Todo lo cual indica que el GSH es un elemento 
esencial en la defensa frente al estrés oxidativo en T. thermophila, al igual que en otros 
seres vivos. 
E) Sobre la familia de GSTs de T. thermophila.
E1- Características estructurales e implicaciones filogenéticas
1) En el genoma macronuclear de T. thermophila existen 63 genes que codifican posibles 
GSTs, por lo que este ciliado es el ser vivo, hasta ahora conocido, con el mayor número 
de genes GSTs. El análisis estructural de las proteínas que se infieren de cada uno de 
ellos ha revelado que 47 (≈ 74%) de ellas se identifican como GSTs de la clase Mu, hasta 
ahora una clase de GSTs considerada exclusiva de mamíferos. Además, tanto T. ther-
mophila como P. tetraurelia tienen dos isoformas no clasificables dentro de las clases 
conocidas, por lo que se podrían considerar como específicas de especie. 
2) A diferencia de otras GSTs (como las humanas), la mayoría de genes GSTs de T. thermo-
phila no presenta intrones. Esta ausencia impide que se origine el proceso de “splicing 
alternativo” que conlleva variabilidad entre las GSTs, por lo que podría ser una expli-













los diferentes sustratos.Por el contrario, todos los genes GST de P. tetraurelia tienen 
intrones.
3) Al igual que en otros organismos, los genes GSTs de T. thermophila tienden a presentar-
se agrupados en “tándem” en el mismo cromosoma o región cromosómica,y que junto 
con la existencia de un mayor grado de homología entre los más próximos, nos indica 
el posible origen de los mismos por duplicación génica y posterior diversificación, ori-
ginando parálogos. 
4) Las GSTs de T. thermophila (y probablemente las de P. tetraurelia) son, de momento, las 
únicas GSTs de protozoos estudiadas que se identifican con las de mamíferos, tanto a 
nivel de homología de secuencias como de estructura 3D, a diferencia de lo que en-
contramos en otros protozoos, tales como; Blepharisma japonicum y Plasmodium falci-
parum. 
5) La presencia de GSTs de la clase Mu en protozoos ciliados, tales como T. thermophila y 
P. tetraurelia, altera ciertos aspectos del modelo estándar sobre la historia evolutiva de 
las GSTs citosólicas:
a) Las GSTs de clase Mu ya no se pueden considerar exclusivas de mamíferos. Como 
los protozoos ciliados datan del Proterozoico (Paleo-/Meso-proterozoico) (hace ≈ 
109 años), son más antiguos que los hongos y, por supuesto, los vertebrados, por 
lo que la clase Mu de GSTs parece ser más antigua de lo que se suponía. 
Y b)- Igualmente, la presencia de Tyr (Y) en la región catalítica (sitio-G) no parece ser 
una novedad de las GSTs de clase Mu de mamíferos, puesto que ya existían en GSTs 
de ciliados, coexistiendo con la Ser (GSTs Theta y Zeta) y la Cys (GST Omega). 
6) Tres GSTs de T. thermophila clasificadas como Mu (TtGSTM1, M8 y M45) presentan ca-
racterísticas únicas entre las GSTs conocidas: 
a) La TtGSTM1 es la primera GST descrita con un dominio “RING-finger”, y una posi-
ble actividad similar a enzimas E3 (ubiquitin-ligasa), además de la actividad glu-
tatión transferasa.
 b) Igualmente, la TtGSTM8 es la primera GST descrita con un dominio GCC y podría 
estar involucrada en la organización y/o función del sistema de Golgi.
Y c) Las tres TtGST (M1, M8 y M45) presentan dominios transmembrana y además 
presentan homología con las típicas GSTs citosólicas (o solubles, no asociadas a 
membrana) de clase Mu. Por lo tanto, constituye una interesante excepción en-
















E2- Expresión de los genes TtGSTs
1) La comparación entre patrones de expresión de los genes TtGSTs analizados refleja cier-
to nivel de expresión diferencial entre algunos de ellos. Como, por ejemplo; TtGSTM3 y 
TtGSTZ2 responden frente al estrés por pH ácido y/o básico del medio a diferencia del 
resto analizado. 
2) Con respecto a la inducción por metal(oid)es, existe una prelación de valores de induc-
ción entre los genes TtGSTs analizados, estando en los primeros lugares del ranking el 
gen TtGSTZ2, junto con los genes TtGSTO1 y TtGSTO6, en los inducidos por metal(oid)es 
no esenciales. Por lo tanto, estos tres genes serían los principales involucrados en con-
trarrestar la toxicidad de estos cationes. Los metal(oid)es que mayor número de genes 
TtGSTs inducen son el Cd2+ y el As5+. Por otro lado, los metales esenciales (Cu2+ y Zn2+) 
son los que inducen un menor número de estos genes.
3) Muchos de los genes TtGSTs que responden a metal(oid)es, responden igualmente a un 
estrés oxidativo originado por compuestos orgánicos. 
4) Los genes TtGSTs específicos de especie (TtGSTN1 y N2), junto con el TtGSTM9 y TtGSTZ1 
son los que muestran una mayor especificidad o selectividad en su respuesta al estrés 
(sólo se inducen frente a 3 ó 4 agentes diferentes). Mientras que los genes TtGSTM3, Tt-
GSTO1 y TtGSTZ2 son los que muestran una respuesta estrés más amplia o a un mayor 
número de agentes o condiciones de estrés. 
5) La totalidad de los genes TtGSTs (a excepción del TtGSTM40) responden al sustrato e 
inductor de GSTs (CDNB). Se sabe que la afinidad por el sustrato CDNB varía para cada 
clase de GST, y en las que se consideran las más primitivas (o más cercanas a la proteína 
ancestral, como se supone que son la clase Omega o Theta) tienen muy poca o ningu-
na actividad con el CDNB. Sin embargo, los genes TtGSTs analizados de ambas clases 
(TtGSTO1 /O6 y TtGSTT1 /T3) son considerablemente inducibles por CDNB, indepen-
dientemente de que pueda o no ser utilizado como sustrato por estas enzimas. Por lo 
tanto, parece ser que el carácter “sustrato de GST” e “inductor de la expresión de genes 
GSTs” podrían ser independientes. 
6) T. thermophila, junto con P. tetraurelia, son dos modelos de ciliados ejemplos paradig-
máticos de redundancia génica. Uno de los procesos selectivos que conlleva redun-
dancia génica es la adaptación a cambios ambientales, dando origen a ecoparálogos 
de divergencia intermedia o baja (elevado % de identidad). La familia de genes TtGSTs 













F) Sobre la familia de TrxRs y la GR de T. thermophila.
F1- Características estructurales e implicaciones filogenéticas
1) T. thermophila, junto con protozoos parásitos del filo Apicomplexa, presenta TrxRs del 
tipo H (elevada masa molecular) con un motivo catalítico típico de esta clase. Hasta 
ahora, son los únicos del filo Alveolata (probablemente existan otros) en que coexisten 
TrxRs y GR. El resto de los protozoos en donde se ha estudiado, o no tienen TrxR (sus-
tituyéndola por GR y/o TryR) o la tienen del tipo L-TrxR (baja masa molecular) como 
única piridina-nucleótido-disulfuro oxidorreductasa. 
2) Tres de las cinco TtTrxRs (TtTrxR1, R3 y R4) son sele-
noproteínas que se podrían incluir en las de tipo-III 
(como las de mamíferos), mientras que las dos restantes (TtTrxR2 y R5) se pueden in-
cluir en las de tipo-II (como las de insectos).
3) El análisis filogenético revela la posibilidad de un origen común de la TtGR con el de las 
TrxRs, que a su vez tendrían un origen común con una proteína ancestral que podría 
ser similar a GR. Pero la presencia de la TtGR dentro de las TrxRs, nos hace pensar que 
al menos en algunos protistas (como Tetrahymena) la GR pudo surgir de una TrxR que 
perdió el típico C-terminal catalítico propio de estas enzimas. 
4) El bajo número de selenoproteínas presentes en el ciliado T. thermophila (microorga-
nismo eucariota predominantemente  presente en medios acuáticos), no corrobora la 
hipótesis propuesta por Lobanov et al. (2007) en la que organismos acuáticos presen-
tan un mayor número de selenoproteínas. 
F2- Expresión de los genes TtTrxRs y TtGR
1) Existe un comportamiento temporal diferente entre los cinco genes TtTrxRs, para un 
mismo agente inductor de la expresión. Tres de ellos presentan los mayores niveles de 
expresión tras exposiciones cortas, mientras que los dos restantes lo hacen tras expo-
siciones prolongadas. Por el contrario, el gen TtGR responde en mayor o menor grado 
dependiendo del tipo de agente inductor y no del tiempo de exposición. 
2) Los genes TtTrxR2, TtTrxR5 y TtGR son los que mejor responden frente a los metal(oid)es 
más tóxicos y que generan estrés oxidativo (As5+ y Cd2+). Los tres no son selenoproteí-
nas, por lo que se podría suponer que los residuos de Cys con grupo -SH en lugar de 
-SeH tendrían una mayor afinidad por los metal(oid)es, inhibiendo así el sitio catalítico 
de las mismas, y por lo tanto induciendo un mayor nivel de expresión de estos genes 
















G) Sobre el sistema T[SH]
2
 / TryR y genes similares a TryS o GspS en 
T.thermophila.
G1- Características de las GspS de T. thermophila
1) El genoma-macronuclear de T. thermophila presenta 4 genes que tienen cierta similitud 
con GspS de otros microorganismos (principalmente con GspS de bacterias). Estas 4 
versiones o isogenes parece una excepción ligada al carácter poli-isogénico del ge-
noma de ciliados, ya que en el resto de microorganismo estos genes se encuentran en 
monocopia. 
2) Ninguna de las 4 TtGspS tienen el dominio amidasa, por lo que sus semejanzas con 
otras GspS o TryS reside exclusivamente en el dominio sintetasa. La sola presencia del 
dominio sintetasa en las 4 TtGspS es una característica exclusiva de las GspS de T. ther-
mophila, ya que en el resto de organismos con GspS o TryS presentan siempre ambos 
dominios. 
G2- Expresión de los genes GspS
Del análisis comparativo de los dos genes TtGspSs cuya expresión se ha analizado por 
RT-PCR cuantitativa y comparado con genotecas de expresión o microarrays, inferimos 
que; el gen TtGspS2 se expresa principalmente en condiciones de ausencia de estrés 
a excepción de una exposición prolongada al Zn2+, mientras que el gen TtGspS4 se ex-
presa principalmente en condiciones de estrés celular.
G3- Presencia y biosíntesis de T[SH]
2
 en T. thermophila
1) Independientemente de la fase de crecimiento, los niveles de GSH, T[SH]
2
 y Gsp man-
tienen el siguiente ranking de valores intracelulares; GSH > T[SH]
2
>Gsp. A lo largo de 
la curva de crecimiento, el comportamiento de los niveles de T[SH]
2
 intracelular en T. 
thermophila son similares a aquel que se detecta en Trypanosoma cruci, es decir; los 
valores más altos se detectan al inicio de la fase exponencial. 
2) Al relacionar los niveles intracelulares de T[SH]
2
 , tras exposición a diferentes agentes 
tóxicos, con los niveles de expresión del gen TtGspS4 bajo el efecto de esos mismos 
agentes tóxicos, inferimos que; El CDNB demanda mayor cantidad de T[SH]
2
, se expresa 
más el gen TtGspS4 y se gasta más T[SH]
2
, mientras que el Cu2+ demanda menos T[SH]
2
 
expresándose menos el mismo gen, gastando menos y acumulando más T[SH]
2
. 
3) La existencia de T[SH]
2













espectrometría de masas. Sin embargo, los posibles genes involucrados en su síntesis 
se asemejan más a GspS. Por lo que proponemos que, al igual que en algunos tripano-
somátidos sólo existe una enzima (nominada como TryS) que puede catalizar ambos 
pasos en la biosíntesis de T[SH]
2
, en T. thermophila podría igualmente existir una enzi-
ma (más similar a GspS) que pudiera catalizar ambos pasos de la biosíntesis de T[SH]
2
. 




), lo cual ratifica 
la presencia de T(SH)
2
 en este ciliado. Aunque esta actividad es tres veces menor que 
la GR, ambas incrementan tras la presencia de metales (Cu2+ y Zn2+). Sin embargo, no 
hemos encontrado un gen homólogo a TryR en el genoma-macronuclear de este cilia-
do. Por su similitud estructural con TryRs, alguna de las tres TtTrxR (R1, R2 ó R4) podría 
desempeñar esta función, principalmente la TtTrxR2. Ya que el gen correspondiente 
se expresa más tras tratamiento con Cu2+ o CDNB, que se corresponde con los mismos 
tratamientos en que se obtienen mayores valores de actividad TryR. 
G4- Presencia de los tres sistemas antioxidantes en T. thermophila





TryR), como ocurre con Entamoeba  histolytica (Tamayo et al., 2005), algo poco usual 
entre los microorganismos eucariotas. Atendiendo a los resultados globales obteni-
dos en este ciliado, y en las condiciones estrés ensayadas, los niveles de actividad de 




/TryR. Por lo que en 
T. thermophila el sistema basado en T[SH]
2
 podría tener solo un papel secundario en 
el mantenimiento de la homeostasis celular redox, aunque también podrían los tres 
sistemas actuar coordinadamente en la defensa antioxidante de la célula.  
G5- Nuevo modelo evolutivo de las TrySs / GspSs
Como consecuencia de los resultados obtenidos sobre la presencia del sistema T[SH]
2
 /TryR en 
T. thermophila, el modelo de la historia evolutiva de las TrySs / GspsS propuesto por varios auto-
res (Manta et al. 2013; Oza et al. 2005) ha de modificarse. Los principales elementos diferenciales 
que constituyen el nuevo modelo contempla que a partir de un ancestro común para los ki-
netoplástidos y alveolados se originó la duplicación génica y diversificación que originó el gen 
TryS a partir del GspS ambos con una función catalítica diferente, y dando pié a la formación del 
T[SH]
2
. Posteriormente, tanto en algunos tripanosomátidos como en ciliados, se pudo originar 
la pérdida de la copia GspS (como en T. brucei) o la copia del gen TryS (como en T. thermophila). 
Pudiéndose realizar ambas reacciones de la síntesis del T[SH]
2

























































































Como consecuencia de los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos esta-
blecer las siguientes conclusiones generales: 
1) Actualmente, Tetrahymena thermophila es el único protista de vida libre en el que co-





los resultados globales obtenidos y en las condiciones estrés ensayadas, los niveles de 





Por lo que en este ciliado, el sistema basado en T[SH]
2
 podría tener solo un papel se-
cundario en el mantenimiento del equilibrio redox, aunque también los tres sistemas 
podrían actuar coordinadamente en la defensa antioxidante de la célula.
2) Los resultados con un inhibidor de la biosíntesis de glutatión (BSO) o un bloqueante 
de grupos tiólicos (NEM), han puesto de manifiesto la relevancia del glutatión y de 
otras moléculas con grupos (-SH) en la defensa celular frente a metales/metaloides o 
agentes oxidantes. 
3) La GCL de T. thermophila es única entre los microorganismos eucariotas estudiados, ya 
que es una de las GCLs más pequeñas conocidas (405 aa). Por su localización filogené-
tica la GCL de este ciliado corrobora la idea de su posible origen plastídico, junto con 
otras enzimas del metabolismo del GSH (como GSH reductasa y GSH peroxidasa).
4) Tetrahymena thermophila es actualmente el ser vivo con mayor número (63) de isofor-
mas génicas de GSTs. El 74% de ellas se clasifican dentro de la clase Mu, hasta ahora 
una clase de GSTs considerada exclusiva de mamíferos. Por consiguiente, la presencia 
de GSTs de la clase Mu en protozoos ciliados, tales como T. thermophila y P. tetraurelia, 













5) El análisis comparativo de la expresión de algunos de los isogenes de GSTs, nos mues-
tra cierto nivel de expresión diferencial entre algunos de ellos, bajo diferentes condi-
ciones de estrés. Por lo que, la familia de genes TtGSTs parece estar, al menos en parte, 
constituida por ecoparálogos.
6) Los experimentos con CDNB (sustrato inductor de GSTs), muestran la posibilidad de 
que el carácter “sustrato de GST” e “inductor de genes GSTs” podrían ser características 
independientes. 
7) T. thermophila, junto con protozoos parásitos del filo Aplicomplexa, actualmente son los 
únicos del superfilo Alveolata en que coexisten TrxRs y GR. E igualmente, es el único 
protista, no fotosintético ni parásito, que presenta TrxRs del tipo-H (de elevada masa 
molecular), las cuales son características de animales. 
8) El análisis filogenético revela la posibilidad de un origen común de la TtGR con el de las 
TrxRs, que a su vez tendrían un origen común con una proteína ancestral que podría 
ser similar a GR. Pero la presencia de la TtGR dentro de las TrxRs, nos hace pensar que 
al menos en algunos protistas (como Tetrahymena) la GR pudo surgir de una TrxR que 
perdió el típico dominio C-terminal catalítico propio de estas enzimas.
9) La sola presencia del dominio sintetasa en las cuatro GspS de T. thermophila es una ca-
racterística exclusiva de este microorganismo, ya que en el resto de los organismos es-
tudiados con GspS o TryS siempre presentan ambos dominios (amidasa + sintetasa). 
10) Proponemos que, al igual que en algunos tripanosomátidos solo existe una enzima 
(identificada como TryS) capaz de catalizar ambos pasos de la síntesis de T[SH]
2
, en T. 
thermophila podría existir una única enzima (más similar a GspS) capaz de catalizar 
también ambas fases de la síntesis de T[SH]
2
. 
11) Como consecuencia de la presencia del sistema antioxidante T[SH]2 / TryR en el ci-
liado T. thermophila, el modelo actual sobre la historia evolutiva de las TrySs / GspSs 
propuesto por varios autores ha de modificarse. El nuevo modelo que proponemos 
implica que la duplicación y diversificación génica que originó el gen TryS a partir del 
gen GspS, ambos con una función catalítica diferente y originando T[SH]
2
, surgió en un 
ancestro común para los kinetoplástidos y alveolados. Posteriormente, tanto en algu-
nos tripanosomátidos como ciliados se pudo perder la copia del gen GspS (como en 
T. brucei) o la copia del gen TryS (como en T. thermophila), pudiendo una sola enzima 
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Para facilitar la comprensión de las tablas sobre los análisis estadísticos en la determina-
ción de glutatión y mortalidad celular, en este anexo se explican, a modo de ejemplo, los dife-
rentes tipos de resultados que se pueden obtener. En primer lugar analizaremos la posibilidad 
de existencia de una interacción entre los dos factores que hemos utilizado en el estudio, los 
inhibidores de glutatión (BSO o NEM) y el productor de estrés (Cd2+, As5+, PQ, MD ó pH5).
Como el valor p es 0,360, superior a 0,05 no existe interacción entre el Cd2+ y el BSO, es 
decir, el comportamiento del Cd2+ no afecta al comportamiento del BSO y viceversa. 
Por el contrario, nos podemos encontrar casos en los que sí existe interacción entre los 
dos factores, el inductor de estrés (Cd2+) y el inhibidor de GSH (BSO).
En este caso sí existe interacción, puesto que el valor p es inferior a 0,05. La existencia de 
interacción entre los dos factores considerados se traduce en que el Cd2+ se comporta de forma 
diferente en presencia o ausencia de BSO y viceversa.
Cuando no existe interacción los efectos de los dos factores se analizan conjuntamente 
en la totalidad de la muestra, como se muestra en la siguiente tabla:
Anexo I
Interacción: NO (0,360)
Efecto de BSO: (0,364)
Efecto de Cd2+: 0-1,32: (0,763) 1,32-1,54: (0,708) 1,54-1,76: (0,539)
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de BSO:
Cd2+(0): (0,000) Cd2+(1,32): (0,001) Cd2+(1,54): (0,002) Cd2+(1,76): (0,000)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,004) 1,32-1,54: (0,013) 1,54-1,76: (0,048)








El efecto del BSO no es significativamente estadístico.
Analizamos el efecto del cadmio en el salto que se produce entre una concentración y 
la siguiente. En este caso no hay diferencias significativas entre las concentraciones 0 µM y 1,32 
µM de Cd2+ porque el valor p es 0,763, superior a 0,05. Lo mismo sucede entre las siguientes 
concentraciones.
Por el contrario, cuando existe interacción entre los dos factores o tratamientos celulares 
aplicados (inhibidor y agente tóxico), el análisis debe ser diferente. Los factores BSO y NEM solo 
tienen dos niveles de actuación, presencia o ausencia. Para analizar su efecto llevamos a cabo 
una comparación de medias de muestras independientes para cada uno de los niveles (con-
centraciones)  del otro factor. Un ejemplo se muestra en la siguiente tabla:
Aquí analizamos el posible efecto del BSO para cada una de las diferentes concentració-
nes de Cd2+ ensayadas. Los valores obtenidos indican que en este caso, el BSO ejerce un efecto 
significativo en todas las concentraciones de Cd consideradas.
Los metales y agentes oxidantes tienen 4 niveles (tres concentraciones distintas y un 
control: ausencia del tóxico). Si se detecta interacción entre tóxico e inhibidor los resultados de-
ben analizarse de manera independiente, por una parte los tratamientos realizados en ausencia 
de BSO o NEM y por otra aquellos que se han llevado a cabo en presencia de estos agentes. 
Interacción: NO (0,360)
Efecto de BSO: (0,364)
Efecto de Cd2+: 0-1,32: (0,763) 1,32-1,54: (0,708) 1,54-1,76: (0,539)
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de BSO:
Cd2+(0): (0,000) Cd2+(1,32): (0,001) Cd2+(1,54): (0,002) Cd2+(1,76): (0,000)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,004) 1,32-1,54: (0,013) 1,54-1,76: (0,048)
BSO (+) 0-1,32: (0,001) 1,32-1,54: (0,090) 1,54-1,76: (0,539)
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de BSO:
Cd2+(0): (0,000) Cd2+(1,32): (0,001) Cd2+(1,54): (0,002) Cd2+(1,76): (0,000)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,004) 1,32-1,54: (0,013) 1,54-1,76: (0,048)
BSO (+) 0-1,32: (0,001) 1,32-1,54: (0,090) 1,54-1,76: (0,539)
Interacción: NO (0,360)
Efecto de BSO: (0,364)







En las muestras que no tienen BSO hay diferencias significativas entre todas las concen-
traciones diferentes de Cd2+.
Sin embargo, en las muestras que sí han sido expuestas al BSO, el metal sólo tiene efecto 
significativo entre las dos primeras concentraciones (0 y 1,32 µM de Cd).
Interacción: SÍ (0,000)
Efecto de BSO:
Cd2+(0): (0,000) Cd2+(1,32): (0,001) Cd2+(1,54): (0,002) Cd2+(1,76): (0,000)
Efecto de Cd2+:
BSO (-) 0-1,32: (0,004) 1,32-1,54: (0,013) 1,54-1,76: (0,048)











M  D  Y  I  K  A  Q  I  Y  A  I  L  I  K  F  T
aaacaactaaaaaatatcgcgaaattataaacataattttagCTTTACTTTTATTTAAATATCTTCGTGATTTAAATATTTACCA
                                          L  Y  F  Y  L  N  I  F  V  I  Q  I  F  T  I
TTATTTTATTTAAATTAGCTACTTTTAGTGCCAAGAATTTCTCACATGCCCGTAGATTATACGATTAGTTGGCTATTGTTTCACC
  I  L  F  K  L  A  T  F  S  A  K  N  F  S  H  A  R  R  L  Y  D  Q  L  A  I  V  S  P 
TTTGTTTTTAGCTATGACTGCCTCATCTCCTATATTCAGAGGTAAACTAGCTGCTGTCGATACAAGATGGGATATTATCGCTGCT
 L  F  L  A  M  T  A  S  S  P  I  F  R  G  K  L  A  A  V  D  T  R  W  D  I  I  A  A  
TCTGTTGATTGTAGAAGTCGTGAAGAAAGAGATCCTTAGTCATCAAAATACATTCCTAAAAGCAGATATGATTCTATCTCATATT
S  V  D  C  R  S  R  E  E  R  D  P  Q  S  S  K  Y  I  P  K  S  R  Y  D  S  I  S  Y  F
TTATTAGTGATGAGAAAAGAAATCTTCCTCAATACAATGATTTAAAATTCCCTCTCAACGAAGAAATAATGAACTTCGCTCGTTA
  I  S  D  E  K  R  N  L  P  Q  Y  N  D  L  K  F  P  L  N  E  E  I  M  N  F  A  R  Q 
AAAATCAAAAGAAATGGGATTAGGATTAGAAAATGATGAAAATTACATCAGACACCTTGGTTTCTTATATATCAGAGATCCTCTC
 K  S  K  E  M  G  L  G  L  E  N  D  E  N  Y  I  R  H  L  G  F  L  Y  I  R  D  P  L  
GTTCTTTTTGAAAAGAAAATAAATGTTGATAATGAAAAAGAAACTCTCCATTTTGAAAATATTTAATCCACCAACTGGAATTCTG
V  L  F  E  K  K  I  N  V  D  N  E  K  E  T  L  H  F  E  N  I  Q  S  T  N  W  N  S  V
TTCGTCTTAAACCACCACCATCTATGGACTCAAACATTGGCTGGAGAACAGAATTCAGAACTATGGAATGCTAGATTACTAACGA
  R  L  K  P  P  P  S  M  D  S  N  I  G  W  R  T  E  F  R  T  M  E  C  Q  I  T  N  D 
TGAGAACGCTGCTTTCATGCTTTTATCTCACATCTTTGTCAGACTCTTCTACCAATCTGATAGTTTAAATTTCTACATCCCCATT
 E  N  A  A  F  M  L  L  S  H  I  F  V  R  L  F  Y  Q  S  D  S  L  N  F  Y  I  P  I  
ACTAAGGTAGACATTAATTTCTAGCGTGCTAAATAAATGGATGCAATCACTACTTAAAAATTCTTCTTCCGTACTAACATTCATG
T  K  V  D  I  N  F  Q  R  A  K  Q  M  D  A  I  T  T  Q  K  F  F  F  R  T  N  I  H  D
ACGATGGCGAGCCCATCATTGAAGAGCTCACTTTACATGAAATATTCTTTGGAAAATCTAATGTTTTCGATGGTCTTTATAAATA
  D  G  E  P  I  I  E  E  L  T  L  H  E  I  F  F  G  K  S  N  V  F  D  G  L  Y  K  Y 
TGCCAGCTAGATCTGGGAAAGTATGTTGAAAGAAGTTTTTGGATAAAATTATAGCATTAAAGACACAGAATTTGAAAAAGTTTGG
 A  S  Q  I  W  E  S  M  L  K  E  V  F  G  Q  N  Y  S  I  K  D  T  E  F  E  K  V  W  
AACTTCATTCGTGAACGTACTTCAGGTGAAAAAGTCACTGTTGCTAGATGGATTCGTAACTTCGTTAACAACCATCCTGAATATT
N  F  I  R  E  R  T  S  G  E  K  V  T  V  A  R  W  I  R  N  F  V  N  N  H  P  E  Y  Q
AATAAGATAGTGAAATCACAAATTCAATTGCTTTTGATTTAATAGAAGCTATTACTTCCATCTCTGATGGCACACTTTAAGATGC
  Q  D  S  E  I  T  N  S  I  A  F  D  L  I  E  A  I  T  S  I  S  D  G  T  L  Q  D  A 
AAACTTTACAACCATCTTTTGA
 N  F  T  T  I  F  Stop
Figura 1A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGCL (TTHERM_00250970). La secuencia aminoací-
dica inferida se muestra debajo según el código de una sola letra. El intrón se muestra en azul y en minúscu-
las. Las regiones sombreadas en amarillo indican la localización de los cebadores utilizados para la RT-PCRq. 













M  N  I  L  K  N  N  F  K  L  A  C  A  I  G  A  G  I  T  G  I  V  S  G  I  Y  W  Y  H
ATGGTGCTTTTTCTGATATAGAGTTTAGAGATTCAAAGTATGGTCCTTATGATTTCGTCTACTATAAGAGAGTAGGAAGCTATTA
  G  A  F  S  D  I  E  F  R  D  S  K  Y  G  P  Y  D  F  V  Y  Y  K  R  V  G  S  Y  Q 
AACTTTAGGTAGTGAATGGTCAAAGATGAGTAATGAAGTTCAAAAATAGTTTAGCACTGTACATTTTATTGGCATATACTACGAT
 T  L  G  S  E  W  S  K  M  S  N  E  V  Q  K  Q  F  S  T  V  H  F  I  G  I  Y  Y  D  
AACCCTGAACAGCTAAAAGATCCAAATCAAGCAAGAGCAGCTCTTGGTTTTGCTGTTGGAAACTGTGAAAAGGATAAGATTAAGG
N  P  E  Q  L  K  D  P  N  Q  A  R  A  A  L  G  F  A  V  G  N  C  E  K  D  K  I  K  A
CTTTCTTAGATAGTCACCCAAATTACAAATTTACTGAGCTTCCTGAAGTGCAAAGTCATTCTACGAGCTTCCCCTTCAAATCTTA
  F  L  D  S  H  P  N  Y  K  F  T  E  L  P  E  V  Q  S  H  S  T  S  F  P  F  K  S  Y 
TTTTTCATTTAAAATAGTAAAAGATAAAATATATCCCAAAgtaagagactttgtatttgagaaaaaacttaaatcatattgttta

















                                                                             M  I  I 
CCTTGGTTACTGGAATCTAAGAGGCTACGCTTAACCTATTCGTCTCCTTCTAGAATATTTGTAAGTAGATTATAAGGAAAAACTT
 L  G  Y  W  N  L  R  G  Y  A  Q  P  I  R  L  L  L  E  Y  L  Q  V  D  Y  K  E  K  L  
TATAACTAAGATGGAGAAGAATGGTTAAATGTTGATAAATAATAACTTAAAACTAATTTCCCTAACTTACCTTATATAATTGATG
Y  N  Q  D  G  E  E  W  L  N  V  D  K  Q  Q  L  K  T  N  F  P  N  L  P  Y  I  I  D  G
GAGATATTGTTGTAACAGAATCAAAAGTTATTCCTATTTACTTGGCCAAGAAATTCAAAAATTATGAGCTTATTGGCTAAAATCC
  D  I  V  V  T  E  S  K  V  I  P  I  Y  L  A  K  K  F  K  N  Y  E  L  I  G  Q  N  P 
TGATGGGTCTTTTAATTTGAATGAAATTACATTCCTTTAAATCTTAGAAATTTTGAAAGAACTCAGAGATTCGTTATTGAATTCA
 D  G  S  F  N  L  N  E  I  T  F  L  Q  I  L  E  I  L  K  E  L  R  D  S  L  L  N  S  
GCAAAAGTACCATCTTTCAAAGAAGAAAAAGATTAAATTTTCAATGAAAAATTCAACATTACTTTTGAGgtatttgaatacaatt
A  K  V  P  S  F  K  E  E  K  D  Q  I  F  N  E  K  F  N  I  T  F  E    
tttttaatttactaaatatttaattattattataaacatagAAAATAAAGAAACAACTTGGAGAGAACAAATACCTGCTTGGAAA
                                         N  L  S  F  I  D  F  K  I  K  K  Q  L  G  E 
TCTTTCATTTATAGATTTCTATTTTTATGAAGTTTTGAAATTTTTCTAATTCTTTTATCCAAAACTTTCAATCTTTACCGACTAT
 N  K  Y  L  L  G  Y  F  Y  E  V  L  K  F  F  Q  F  F  Y  P  K  L  S  I  F  T  D  Y  
ATTGATAGAATAGAAAATATTCCTCAAATAAAAAACTATCTTGAAACAAAAGAAAACAAAATCTTTATTCTTGATAGAATGAAAA
I  D  R  I  E  N  I  P  Q  I  K  N  Y  L  E  T  K  E  N  K  I  F  I  L  D  R  M  K  S
GCTATTTTTATTATTGA
  Y  F  Y  Y  Stop
Figura 2A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM3 (TTHERM_00516440). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestra en azul y en 
minúsculas. Las regiones sombreadas en amarillo indican la localización de los cebadores utilizados para la 









M  N  I  F  N  I  K  L  N  L  I  L  A  V  G  L  G  V  T  G  I  F  S  G  L  Y  W  Y  H
ATGGCGCTTTTTCTCATGTTGAGTTTACAGATTCAAAGTATGGTCCTTATGATTTCGTCTACTTTAATAGAATAGGAAGTTATGA
  G  A  F  S  H  V  E  F  T  D  S  K  Y  G  P  Y  D  F  V  Y  F  N  R  I  G  S  Y  E 
AACTTTAGACAGTGATTGGATTAAGATTAAAGATGAGGTTGAAAATTAATTTAACAGTCCGCATTTTATTGGTATTTACTATGAC
 T  L  D  S  D  W  I  K  I  K  D  E  V  E  N  Q  F  N  S  P  H  F  I  G  I  Y  Y  D  
GATCCTAAAAAGCTAATAGATTAAAATTAAGCAAGAGCTGCTCTTGGTTTCTCTGTAGAAAAAAGTGAAAAGAATAAGATATAGG
D  P  K  K  L  I  D  Q  N  Q  A  R  A  A  L  G  F  S  V  E  K  S  E  K  N  K  I  Q  A
CTTTCTTAGATAGCCACTCAAGTTATAAACTTGTATATCTCCCTGAAGTAAAAAGCTATACAACTAGCTTCCCCTTTAAATCCTA
  F  L  D  S  H  S  S  Y  K  L  V  Y  L  P  E  V  K  S  Y  T  T  S  F  P  F  K  S  Y 
TTTCTCATTTAAATTAATTTAGGAGAAAGTCTATCCTAAAGTTAGTGAATTGGCGTCTGAGAAAAAGTTATAACCATACTGCTTA
 F  S  F  K  L  I  Q  E  K  V  Y  P  K  V  S  E  L  A  S  E  K  K  L  Q  P  Y  C  L  
GTTGAATCCTACTTAATTTAgtaacaaaacaaaaaatttaattttgatattccatttggagagtaatcaaacagatacttcctat













                                                                                   M 
GATTGTCCTTGGCTATTGGAATCTAAGAGGTTATGCTTAACCTATTCGTTTGCTTCTTGAATATTTATAAGTTGAATATAAGGAT
 I  V  L  G  Y  W  N  L  R  G  Y  A  Q  P  I  R  L  L  L  E  Y  L  Q  V  E  Y  K  D  
AAGCTTTATCATGAAAATGGAGAAGAATGGTTCAATACTGATAAGTAAGAACTCAAGACTAACTTCCCTAATTTACCTTATCTAA
K  L  Y  H  E  N  G  E  E  W  F  N  T  D  K  Q  E  L  K  T  N  F  P  N  L  P  Y  L  I
TTGATGGGGATGTTGTTGTGACAGAATCTATAGTAATTCCTATTTATTTAGCTAAAAAGTTCAAAAAGTATGAACTTATTGGCTA
  D  G  D  V  V  V  T  E  S  I  V  I  P  I  Y  L  A  K  K  F  K  K  Y  E  L  I  G  Q 
AAATAATGATGGATCCTTTAACTAAAATGAAATTATTTTCCTTGAAATTTTATCAATCCTGAAAGATCTCAGAGATACATTAAAT
 N  N  D  G  S  F  N  Q  N  E  I  I  F  L  E  I  L  S  I  L  K  D  L  R  D  T  L  N  
AGTTCAGCTAGAGTGCCATCTTTTAAATAAGAAAAAGATAAAATTTTCAATGAAAAGTTCAACGTTACTTTTGAGgtatcgaaat
S  S  A  R  V  P  S  F  K  Q  E  K  D  K  I  F  N  E  K  F  N  V  T  F  E
atatttttgaaactttaaaaaagattaatttatttattttttttatttaaaaatgtagAAAATTAAGAAATAACTTGGAGAAAAC
                                                          K  I  K  K  Q  L  G  E  N  
AAATTCCTTCTTGGAAATTTATCTTATATAGATTTCTATTTTTACGAAGTTTTGAAAATTTTCAAATTCTTTTATCCTAATCTCT
K  F  L  L  G  N  L  S  Y  I  D  F  Y  F  Y  E  V  L  K  I  F  K  F  F  Y  P  N  L  S
CAATCTTTACTGACTATATTGATAGAATAGAAAATATTCCTCAAATAAAAAACTATCTTGAAACAAAAGAAAATAAAATCTTTCT
  I  F  T  D  Y  I  D  R  I  E  N  I  P  Q  I  K  N  Y  L  E  T  K  E  N  K  I  F  L 
TCTTGATAGGATGAAAAGCTTGTATTACTACTGA
 L  D  R  M  K  S  L  Y  Y  Y  Stop
Figura 3A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM4 (TTHERM_00518470). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestra en azul y en mi-
núsculas.  Las regiones sombreadas en amarillo muestran la localización de los cebadores utilizados para la 








M  I  T  L  G  Y  W  N  V  R  G  L  G  Q  S  I  R  F  L  L  A  Y  L  G  V  E  Y  N  S
GTAAGGTTTATAGCACAGCAGAAGAATGGTTTGGTAAAGATAAAAATAACTTAGGTTTAGAATTTCCAAATATTCCTTATATTAT
  K  V  Y  S  T  A  E  E  W  F  G  K  D  K  N  N  L  G  L  E  F  P  N  I  P  Y  I  I 
CGATGGGGAATTTAAGCTTACTGAATCTTCAGCCATTCCTATCTATTTACTCAGGAAATACAAAAGAGCTGATTTATTAGGTTTT
 D  G  E  F  K  L  T  E  S  S  A  I  P  I  Y  L  L  R  K  Y  K  R  A  D  L  L  G  F  
TCTAATGATGGAAGCTACAGTGAGAGAGAAGTTAGAGTTGCTCAGCTTATTGGTGTTATAAAAGATATCTATAAAGAAACAATTC
S  N  D  G  S  Y  S  E  R  E  V  R  V  A  Q  L  I  G  V  I  K  D  I  Y  K  E  T  I  P
CAGTATGTTTCAGCCCTGATTTCGATAAAATAAAAGATTAAGCTTTTGCTAAGGGTGAAGTTTTACTTAAAAAACTTGTAAGTTT
  V  C  F  S  P  D  F  D  K  I  K  D  Q  A  F  A  K  G  E  V  L  L  K  K  L  V  S  F 
TCTTGGAGATAAAGAGTTTTTGCTTAGTACTTTGACTTATGCTGATTTTCTCTTATATGAAGTACTATGCTATTATAAGTATATT
 L  G  D  K  E  F  L  L  S  T  L  T  Y  A  D  F  L  L  Y  E  V  L  C  Y  Y  K  Y  I  
TATCCTTAAGCTATAACACCTACACTAACGGCTTATATGAACAGATTTGAGAATTTACCAGGAATTAAATAGTACATAGCAAACC
Y  P  Q  A  I  T  P  T  L  T  A  Y  M  N  R  F  E  N  L  P  G  I  K  Q  Y  I  A  N  P
CAAGCATAAATCTCAAAGCTTTCCTTCCTACATTCAAATCTACATGGTCAGGTCCTCAATGA
  S  I  N  L  K  A  F  L  P  T  F  K  S  T  W  S  G  P  Q  Stop
Figura 4A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM9 (TTHERM_00661620). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
ATGGCTGAAAAAAATTAGATTACATTAGGGTATTGGAATATAAGAGGTTTAGGTTAGCTAAGCAGATATCTTCTTGAATACACTG
M  A  E  K  N  Q  I  T  L  G  Y  W  N  I  R  G  L  G  Q  L  S  R  Y  L  L  E  Y  T  G
GTCTTAAGTACAAGGAAAAGAGATATTAAAAGCTTGAGGAATGGTTCTAAAAGGATAAGTAAGGATTAGGAATAGAATTTGCAAA
  L  K  Y  K  E  K  R  Y  Q  K  L  E  E  W  F  Q  K  D  K  Q  G  L  G  I  E  F  A  N 
CTTACCTTATTTAATAGATGGAGATTTAAAATTAACCGAAAGCCACGCAGTAAATCTGTACATTATAAGAAAGAGCGGCAAGAAT
 L  P  Y  L  I  D  G  D  L  K  L  T  E  S  H  A  V  N  L  Y  I  I  R  K  S  G  K  N  
GAATTGCTAGGAACTAATCTGATCGAGGAATCTAAAATTAGAGAGCTTATTGGATATTTAGAAGATTTTTTCAGATAAATATTAA
E  L  L  G  T  N  L  I  E  E  S  K  I  R  E  L  I  G  Y  L  E  D  F  F  R  Q  I  L  T
CTTTGTGCTTTAATCCTTAATTTAGTATCATTAAGTAACAAAAGTATAATGATGACTTTAGCCTAAGATTGCAAAGATTGGAAAA
  L  C  F  N  P  Q  F  S  I  I  K  Q  Q  K  Y  N  D  D  F  S  L  R  L  Q  R  L  E  N 
TCAGCTCACTAAAGACAACAGAAAATGGCTTAATGGTCAATCACTTAGCCTTCCTGATTTTATATTCTATGAAATTAGTTAATAC
 Q  L  T  K  D  N  R  K  W  L  N  G  Q  S  L  S  L  P  D  F  I  F  Y  E  I  S  Q  Y  
ATTAAAGGAATCTATCCCGAAGAATTTAAAAAACTGCCAAAAATCTAAGCCTTCCAAGCCCGTTTTGAAGAAATTGAGTAAATAT
I  K  G  I  Y  P  E  E  F  K  K  L  P  K  I  Q  A  F  Q  A  R  F  E  E  I  E  Q  I  Q
AAGACTATATGATGTCTGAAGAGTACATTTATGCTCCATTCTTAGCAGTTGGTCATGGAGCCTAATGGACTGGCTTAAAATAAAA
  D  Y  M  M  S  E  E  Y  I  Y  A  P  F  L  A  V  G  H  G  A  Q  W  T  G  L  K  Q  K 
ATGA
 Stop
Figura 5A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM15 (TTHERM_00463010). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una única letra. Las regiones sombreadas en ama-
rillo muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están 









M  T  S  K  L  I  F  G  Y  W  N  G  R  G  R  G  Q  Q  I  R  F  L  L  E  Y  V  E  A  D
ATTATGAAGAAAAGACTTATATTTTCTCTGAGCCTGAATAGGACGAGTGGTTTAAGAAGGATAAAAAAGCTTTAAAACCATTCCC
  Y  E  E  K  T  Y  I  F  S  E  P  E  Q  D  E  W  F  K  K  D  K  K  A  L  K  P  F  P 
AAACCTACCTTACATTATAGATGGTGATTTTTATTTAAGTGAGCATGATGTTGTAATCAAGTATATAGTCAAGAAGCATCCTAAA
 N  L  P  Y  I  I  D  G  D  F  Y  L  S  E  H  D  V  V  I  K  Y  I  V  K  K  H  P  K  
TATCACGAATTAATTGGTATAGGCAAAGGACCAAATGACGAATTTATTGTAGATTAGCTTGTTTCTGTTATAAACGATATAAGAG
Y  H  E  L  I  G  I  G  K  G  P  N  D  E  F  I  V  D  Q  L  V  S  V  I  N  D  I  R  A
CAACTATTAAAGATCTATGCTTTAATCCTAAAGTCCAAGAAGTCAAAAAGGAAGTACTAGCAACTACTCACACAAAGTTCAATTA
  T  I  K  D  L  C  F  N  P  K  V  Q  E  V  K  K  E  V  L  A  T  T  H  T  K  F  N  Q 
ACTAATCGAATTTAAAAAAACAAATACCTTCCTTCTTCCATACTTAACAATAGCTGATTTTAAACTTATTGAAGTCCTTCTCTAC
 L  I  E  F  K  K  T  N  T  F  L  L  P  Y  L  T  I  A  D  F  K  L  I  E  V  L  L  Y  
TATAAAGCTCTTGACGCAGATTAATTCGATGCAAATTTAAATGTTTTCAATCCTTACATCTATCATTTCCATTCCCTGCCTAGAA
Y  K  A  L  D  A  D  Q  F  D  A  N  L  N  V  F  N  P  Y  I  Y  H  F  H  S  L  P  R  I
TTTCAGAATATTTAAAGACTGACAGGTACAAATCCAACACTGTATTTTTCCCAATTCAAAAAAGTAGCTTTACTGGGTATGAATT
  S  E  Y  L  K  T  D  R  Y  K  S  N  T  V  F  F  P  I  Q  K  S  S  F  T  G  Y  E  F 
TATAGAAGAATTTAATAAATAGTTTGTATGA
 I  E  E  F  N  K  Q  F  V  Stop
Figura 6A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM17 (TTHERM_00077530). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una única letra. Las regiones sombreadas en ama-
ATGGGCTGTTAAAATTCAACTGGTTAAGTAAATGATATTCAAGCAAAAAACAGTGCTAACTTAGTTTTAGGTTATTGGGGACTTC
M  G  C  Q  N  S  T  G  Q  V  N  D  I  Q  A  K  N  S  A  N  L  V  L  G  Y  W  G  L  P
CATTAAGAGGTCAACCTCTCAGATATATCTTAGAGCTTGCTAACTATCCTTACACAGAAACTAAATACACTTTATCTCAAGCTAC
  L  R  G  Q  P  L  R  Y  I  L  E  L  A  N  Y  P  Y  T  E  T  K  Y  T  L  S  Q  A  T 
TGATTGGTTTGGTAAAGATAAATAAGAACTAGAATTAGATTTCCCAAATCTTCCATATCTCATTCATGGTGATTTCTCAATTACA
 D  W  F  G  K  D  K  Q  E  L  E  L  D  F  P  N  L  P  Y  L  I  H  G  D  F  S  I  T  
GAGTCTTCTAATATTGCAAACTATTTGATCCAGTTAACAAAATAATATTATCTTCAAGGAGAAGGCTAAGATAAATACAGAGTTG
E  S  S  N  I  A  N  Y  L  I  Q  L  T  K  Q  Y  Y  L  Q  G  E  G  Q  D  K  Y  R  V  D
ATAACATTAGATATGTATGCGATGAACTGGCAGCTAAAATATTTTCATCAACTCTCTAGAAGGAAGAAGAAAAGAAGAATTAATT
  N  I  R  Y  V  C  D  E  L  A  A  K  I  F  S  S  T  L  Q  K  E  E  E  K  K  N  Q  L 
AGACACTTAAATTCTTCCTAAAATTAAATAGCTCTAAAAGGTATTAGGAACTTAGACTTCATTCTTCAAGAAATTGACTTTAGCA
 D  T  Q  I  L  P  K  I  K  Q  L  Q  K  V  L  G  T  Q  T  S  F  F  K  K  L  T  L  A  
GACATTTATGCTTACACAGCATTGGCCTATTTCAAAAAGACATACTCTAAGGAATATCAGCAATTCTCATCAGACTTCGATCCTT
D  I  Y  A  Y  T  A  L  A  Y  F  K  K  T  Y  S  K  E  Y  Q  Q  F  S  S  D  F  D  P  F
TTTTAAAGAGATTTGAAGAAATTCCTAGAATAAAAAATTATCATCAATCTTAAAGATATAAAAAGTTATGA
  L  K  R  F  E  E  I  P  R  I  K  N  Y  H  Q  S  Q  R  Y  K  K  L  Stop
Figura 7A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM27 (TTHERM_00895750). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están som-








M  G  C  Q  N  S  T  S  L  V  N  D  I  Q  A  K  N  N  D  N  L  V  L  G  Y  W  G  L  P
CATTAAGAGGTCAACCTCTCAGATATATCTTAGAGCTTGCTAACTATCCTTACACAGAAACTAAATACACTCTATCTCAAGCTAC
  L  R  G  Q  P  L  R  Y  I  L  E  L  A  N  Y  P  Y  T  E  T  K  Y  T  L  S  Q  A  T 
TGATTGGTTTGGTAAAGATAAATAAGAACTAGAATTAGATTTCCCAAATCTTCCATATCTCATTCATGGTGATTTCTCAATTACA
 D  W  F  G  K  D  K  Q  E  L  E  L  D  F  P  N  L  P  Y  L  I  H  G  D  F  S  I  T  
GAATCTTCTAATATTGCAAACTATTTGATCCAGTTAACAAATTAACAATATCTTCAAGGAGAAGGCTAAGATAAATACAGAGTAA
E  S  S  N  I  A  N  Y  L  I  Q  L  T  N  Q  Q  Y  L  Q  G  E  G  Q  D  K  Y  R  V  N
ATAACATTAGATATGTATGCGATGAACTGACAGCTAAAATATTTTCATCAACTCTCTAGAAGGAAGAAGAAAAGAAGAATTAATT
  N  I  R  Y  V  C  D  E  L  T  A  K  I  F  S  S  T  L  Q  K  E  E  E  K  K  N  Q  L 
AGACACTTAAATTCTTCCTAAAATTCAATAGCTATAAAAGGTATTAGGAAGTTAGACTTCATTCTTCAAGAAATTGACTTTAGCA
 D  T  Q  I  L  P  K  I  Q  Q  L  Q  K  V  L  G  S  Q  T  S  F  F  K  K  L  T  L  A  
GACATTTATGCTTACACAGCATTGGCCTATTTCAAAAAGACATACTCTATGGAATATCAGCAATTCGCATCAGACTTTGATCCTT
D  I  Y  A  Y  T  A  L  A  Y  F  K  K  T  Y  S  M  E  Y  Q  Q  F  A  S  D  F  D  P  F
TTTTAAAGAGATTTGAAGAAATTCCTAGAATAAAAAATTATCATCAATCTGAAAGATATAAAAAATTATGA
  L  K  R  F  E  E  I  P  R  I  K  N  Y  H  Q  S  E  R  Y  K  K  L  Stop
Figura 8A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM28 (TTHERM_00895760). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están som-
breados en verde y rojo respectivamente.
ATGGGTTGCTCAAATTCAACTGGTTAAGTAAACGATATCCAAGTAAAAAATAAAGATAACTTAGTTTTAGGTTATTGGGGACTTC
M  G  C  S  N  S  T  G  Q  V  N  D  I  Q  V  K  N  K  D  N  L  V  L  G  Y  W  G  L  P
CATTAAGAGGTCAACCTCTCAGATATATCTTAGAGCTTGCTAACTATCCTTACACAGAAACTAAATACACTCTATCTCAAGCTAC
  L  R  G  Q  P  L  R  Y  I  L  E  L  A  N  Y  P  Y  T  E  T  K  Y  T  L  S  Q  A  T 
TGATTGGTTTGGTAAAGATAAATAAGAACTAGAATTAGATTTCCCAAATCTTCCATATCTCATTCATGGTGATTTCTCAATTACA
 D  W  F  G  K  D  K  Q  E  L  E  L  D  F  P  N  L  P  Y  L  I  H  G  D  F  S  I  T  
GAGTCTTCTAATATTGCAAACTATTTGATCCAGTTAACAAATTAACAATATCTTCAAGGAGAAGGCTAAGATAAATACAGAGTAG
E  S  S  N  I  A  N  Y  L  I  Q  L  T  N  Q  Q  Y  L  Q  G  E  G  Q  D  K  Y  R  V  D
ATAACATTAGATATGTATGCGATGAACTGACAGCTAAAATATTTTCATCAACTCTCTAGAAGGAGGAAGAAAAGAAGAATCAATT
  N  I  R  Y  V  C  D  E  L  T  A  K  I  F  S  S  T  L  Q  K  E  E  E  K  K  N  Q  L 
AGAAACTTAAATTCTTCCTAAAATTCAATAGCTCTAAAAGGTATTAGGAAGTTAGACTTCATTCTTCAAGAAATTGACTTTAGCA
 E  T  Q  I  L  P  K  I  Q  Q  L  Q  K  V  L  G  S  Q  T  S  F  F  K  K  L  T  L  A  
GACATTTATGCTTACACAGCATTGGCCTATTTCAAAAAGACATACTCTAAGGAATATCAGCAATTCGCATCAGACTTTGATCCTT
D  I  Y  A  Y  T  A  L  A  Y  F  K  K  T  Y  S  K  E  Y  Q  Q  F  A  S  D  F  D  P  F
TTTTAAAGAGATTTGAAGAAATTCCTAGAATAAAAAATTATCATCAATCTGAAAGATATAAAAAATTATGA
  L  K  R  F  E  E  I  P  R  I  K  N  Y  H  Q  S  E  R  Y  K  K  L  Stop
Figura 9A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM29 (TTHERM_00895770). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una única letra. Las regiones sombreadas en ama-
rillo muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están 









M  G  C  S  G  S  S  A  V  K  D  K  D  C  I  N  E  K  I  V  L  G  Y  W  A  V  H  L  Q
AAGGTCAACCTGCCAGATACGTCTTAGAATTAGCTGGCATTCCATATGAAGACAGATTATACACCATGTAAAATCGTGCTGACTG
  G  Q  P  A  R  Y  V  L  E  L  A  G  I  P  Y  E  D  R  L  Y  T  M  Q  N  R  A  D  W 
GTTCGAAAAAGATAAACAAACTTTGGGTTTTGATTATCCTAACCTTCCTTATATTATTCATGGCGACTTCAAAATTACTGAAAGC
 F  E  K  D  K  Q  T  L  G  F  D  Y  P  N  L  P  Y  I  I  H  G  D  F  K  I  T  E  S  
CAGAACGTTGTAAATTATGTCATCGAAGTAACCAACCAATAGAAACTTCTAGGTGAAGGTAAGGATAAATACAGAGTCGGTCACG
Q  N  V  V  N  Y  V  I  E  V  T  N  Q  Q  K  L  L  G  E  G  K  D  K  Y  R  V  G  H  V
TTAGATATGTCTGTTAAGAAATACTTGGCAAACTTTTTGGAGCAATTATGAAGGAAAATGCTGAAGAGAAATAAAATGCCATCCA
  R  Y  V  C  Q  E  I  L  G  K  L  F  G  A  I  M  K  E  N  A  E  E  K  Q  N  A  I  Q 
AAACGACGTCCTCCCCAAAGCCAGGCTTGTTTAAACCTACCTTGGATCCCAAAATAAATTCTGCAGTGAACTCACTATTGCCGAT
 N  D  V  L  P  K  A  R  L  V  Q  T  Y  L  G  S  Q  N  K  F  C  S  E  L  T  I  A  D  
ATCTATGCTTACGTCTTTTTCTTCAACTTAAAAAAGAAAGCTCCTGAAGCCTACGCCGAATTTGCTGCTCAAATCGACCCCTTAC
I  Y  A  Y  V  F  F  F  N  L  K  K  K  A  P  E  A  Y  A  E  F  A  A  Q  I  D  P  L  L
TTTAAAACTTCGAAAGCATCCCCAATATTAAAAAATACTAAGAATCTGAACGTTTTGCTAAAATCAACAATTGA
  Q  N  F  E  S  I  P  N  I  K  K  Y  Q  E  S  E  R  F  A  K  I  N  N  Stop
Figura 10A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM40 (TTHERM_00602860). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo in-
dican la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están sombreados 
en verde y rojo respectivamente.
ATGGGCTGCAATCAAAGTTCTAGTGAAAACACTATTATCTCTTCAAATGCAAGAAAGTAGTTGCTTTTAGGATATTGGAATATTC
M  G  C  N  Q  S  S  S  E  N  T  I  I  S  S  N  A  R  K  Q  L  L  L  G  Y  W  N  I  P
CTTTGAGAGCATAACCTATTAGGTATATTTTAGAATTGGCTTAATACCCATACAGTGAAAAGAAATATTCCTAAAAAGAAGCCCA
  L  R  A  Q  P  I  R  Y  I  L  E  L  A  Q  Y  P  Y  S  E  K  K  Y  S  Q  K  E  A  Q 
AGAATGGTTTGGTAATGATAAATAAAATCTTGGATTGGAATTCCCTAACCTTCCTTACATTTTTCATGGTGATTATCATTTAACT
 E  W  F  G  N  D  K  Q  N  L  G  L  E  F  P  N  L  P  Y  I  F  H  G  D  Y  H  L  T  
GAAGCTTCTAACATTGCTAATTATGTTTTAGAAATTACTTGCTAGTAATATCTTTTAGGTTGTGGAGATGACAAATTCAGAATTG
E  A  S  N  I  A  N  Y  V  L  E  I  T  C  Q  Q  Y  L  L  G  C  G  D  D  K  F  R  I  G
GAAACATAAGATATGTCTGTGATGGGTTGATCATTGATGTTTTCAAGACTTTAAAAATGACTCCTGAAGAAAAATAAAAGCTCTT
  N  I  R  Y  V  C  D  G  L  I  I  D  V  F  K  T  L  K  M  T  P  E  E  K  Q  K  L  L 
AGAAAATAATATAATTCCTGATCTATACTCATTAAAGGAAGCACTTGGTGAAAAGACTTACTTTTTTGGAAGACTGACTGTTGCA
 E  N  N  I  I  P  D  L  Y  S  L  K  E  A  L  G  E  K  T  Y  F  F  G  R  L  T  V  A  
GATATTTATGCCTACTGCGCTTTTGTTAACTTCAAGCTTTTCTTCCCAAATGAGTACAAATAATTTGCTAGTTCATTTAATAACT
D  I  Y  A  Y  C  A  F  V  N  F  K  L  F  F  P  N  E  Y  K  Q  F  A  S  S  F  N  N  L
TGATAATAAACTTCGAAGCTATCCCTGAAATCTAAGCTTATCAAAAATCAGATAGATTCCCTAAATTTTAATTATGA
  I  I  N  F  E  A  I  P  E  I  Q  A  Y  Q  K  S  D  R  F  P  K  F  Q  L  Stop
Figura 11A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM41 (TTHERM_00490870). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están som-








M  G  C  G  S  S  S  I  Q  V  A  E  V  P  N  C  N  K  Q  L  L  L  G  Y  W  D  I  P  L
TAAGAGCTTAACCAATAAGATACCTTCTCGAATTAGGTCACTTTCCTTACACTGAAAAAAGGTATGCATAGAAAGATGCTCAAGA
  R  A  Q  P  I  R  Y  L  L  E  L  G  H  F  P  Y  T  E  K  R  Y  A  Q  K  D  A  Q  E 
ATGGTTTGGCAAAGATAAATAAAATCTTGGTTTAGAATTCCCTAACCTTCCTTATATCACTCATGGGGATTATCATTTAACCGAA
 W  F  G  K  D  K  Q  N  L  G  L  E  F  P  N  L  P  Y  I  T  H  G  D  Y  H  L  T  E  
GCAGCTAATATTGCTAATTATGTCATAGAAATTACTTGCTAATAAAACCTATTAGGATGTGGAGATGATAAATACAGAATTGGAA
A  A  N  I  A  N  Y  V  I  E  I  T  C  Q  Q  N  L  L  G  C  G  D  D  K  Y  R  I  G  N
ATATTAGATATGTCTGCGATGGCTTGATTATTGATGTTTTCAAGACTTTAAAAATGACTGCTGAAGAAAAATAAAAGCTCTTAGA
  I  R  Y  V  C  D  G  L  I  I  D  V  F  K  T  L  K  M  T  A  E  E  K  Q  K  L  L  E 
AAATAATATTATTCCTGATCTCTACTCATTGAATGAAGCACTTGGTGAAAAAACTTACTTCTTCGGTAGATTAACTATTGCAGAT
 N  N  I  I  P  D  L  Y  S  L  N  E  A  L  G  E  K  T  Y  F  F  G  R  L  T  I  A  D  
GTTTATGCCTACTGCGCATTTGTCAACTTCAAGTTATTCTTCCCAAATGAATATAAATAGTTTGCTAGCTCATTTGATCACCTAA
V  Y  A  Y  C  A  F  V  N  F  K  L  F  F  P  N  E  Y  K  Q  F  A  S  S  F  D  H  L  I
TAATCAATTTTGAAGCTATTCCCGAAATTTAAGCTTATCAAAAATCAGATAGATTCCCTAAATTTTAATTATGA
  I  N  F  E  A  I  P  E  I  Q  A  Y  Q  K  S  D  R  F  P  K  F  Q  L  Stop
Figura 12A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM42 (TTHERM_00490880). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están som-
breados en verde y rojo respectivamente.
ATGGATAACAAAACTTGTGCTTAAAAATAAGTAACTTTAGGATATTGGAACATCCCCTTAAGAGCTTAGCCAATTAGATATCTTC
M  D  N  K  T  C  A  Q  K  Q  V  T  L  G  Y  W  N  I  P  L  R  A  Q  P  I  R  Y  L  L
TTGAATTAGGTCATTACCCTTATGTAGAAAAAAAGTATACTTAATAAGACGCTTCAGAATGGTTTGGAAAAGACAAACAAAAACT
  E  L  G  H  Y  P  Y  V  E  K  K  Y  T  Q  Q  D  A  S  E  W  F  G  K  D  K  Q  K  L 
TGGCTTGGAATACCCCAACCTTCCTTATCTTATCTAAGGTGATTTTCATATAACTGAAGCTTCTAATATAGCTAATTATGTGATT
 G  L  E  Y  P  N  L  P  Y  L  I  Q  G  D  F  H  I  T  E  A  S  N  I  A  N  Y  V  I  
GAAATTACTCATTAATAAAGACTTTTAGGATGTGGGGATAATAAATTTAGAGTTGGAAACATTAGATATGTCTGTGATGGATTGA
E  I  T  H  Q  Q  R  L  L  G  C  G  D  N  K  F  R  V  G  N  I  R  Y  V  C  D  G  L  I
TTATCGATGTCTTCAAAACTTTAAAAATGACTCCTGAAGAAAAGCAAAAACTTTTAGAAAACAACATCCTTCCTGATCTCTACTC
  I  D  V  F  K  T  L  K  M  T  P  E  E  K  Q  K  L  L  E  N  N  I  L  P  D  L  Y  S 
ATTGAAGGAGGCTCTTGGTGAAAAAACCTATTTCTTTGGAAATATAACTATTGCTGATGTTTATGCCTACTGCGCTTTAGTCAAC
 L  K  E  A  L  G  E  K  T  Y  F  F  G  N  I  T  I  A  D  V  Y  A  Y  C  A  L  V  N  
TTCAAATTATTCTTCCCAAATGAATATTAAAAATTTGCAAATTCTTCTTTTGATCGTATTATTCACAATTTCGAAGCCATTCCTG
F  K  L  F  F  P  N  E  Y  Q  K  F  A  N  S  S  F  D  R  I  I  H  N  F  E  A  I  P  E
AAATTAAAGCTTACCAAAAATCAGATAGATTCCCTAAGTTTTAATTTTGA
  I  K  A  Y  Q  K  S  D  R  F  P  K  F  Q  F  Stop
Figura 13A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM43 (TTHERM_00490900). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están som-









M  S  K  Q  S  Q  E  N  Q  Q  T  D  L  V  L  G  Y  W  P  F  A  G  R  N  M  P  V  I  F
TTATGCTGGAAATACTAAATATCCCTTATTAAGTTAATATTTTTGACCAAAACACATGGTTTGGTAAAGAAAAAGAAGACCTCAA
  M  L  E  I  L  N  I  P  Y  Q  V  N  I  F  D  Q  N  T  W  F  G  K  E  K  E  D  L  N 
TTTAGATTTCCCAAATCTACCATTCCTTATTGATAACTCTAATGGTATGAAGATTACTGAAATACATAACATCGTTAACTATATT
 L  D  F  P  N  L  P  F  L  I  D  N  S  N  G  M  K  I  T  E  I  H  N  I  V  N  Y  I  
CTCTATAAATATGAGAAAGGAAGAAATTTGTAGGACATTCATCGCTCAAGTCCTTACACCTAAAGTCGCAATAGAGTTAAGTTGT
L  Y  K  Y  E  K  G  R  N  L  Q  D  I  H  R  S  S  P  Y  T  Q  S  R  N  R  V  K  L  S
CAGCTGATCATTCATCATATAATCCTATCGACGACTTCAAGATTGATGAAATCAGATTTATTTTAAACGATGTCTTCACTCAAAT
  A  D  H  S  S  Y  N  P  I  D  D  F  K  I  D  E  I  R  F  I  L  N  D  V  F  T  Q  I 
ATCTTCTGCTACTGCTAAGTTCCCCTAAGAAAACTAGATAAAATACGCTTAAGATACCATAGTACCAAAATTGAATAAATTAATT
 S  S  A  T  A  K  F  P  Q  E  N  Q  I  K  Y  A  Q  D  T  I  V  P  K  L  N  K  L  I  
AAATTTATAGAACAAAAAAATTAAGCTACTACATCATATACTCAATACTTTGTTATGGGGTATTTAAGTGTTGTAGACTGTTACT
K  F  I  E  Q  K  N  Q  A  T  T  S  Y  T  Q  Y  F  V  M  G  Y  L  S  V  V  D  C  Y  F
TCTACATAATATCTAAGTACTTCTAGAAGTATTTCCCCTCACTTTATGATGATTACTCACATGTATTCGACTTGGTCCTTAATAG
  Y  I  I  S  K  Y  F  Q  K  Y  F  P  S  L  Y  D  D  Y  S  H  V  F  D  L  V  L  N  S 
CTTTGAAAATATTCCTGAAATAAAAAAATACATCAATTCTGATAAATATCCAACTCTAGGGTGA
 F  E  N  I  P  E  I  K  K  Y  I  N  S  D  K  Y  P  T  L  G  Stop
Figura 14A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM46 (TTHERM_00794370). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
muestran la localización de los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están som-
breados en verde y rojo respectivamente.
ATGAGCAATTTAATTTTAAGCTATTGGAACTTAAGAGGTAGAACTGAGCCTATCAGAATGCTCTTAAATTATCTATAATTACCTT
M  S  N  L  I  L  S  Y  W  N  L  R  G  R  T  E  P  I  R  M  L  L  N  Y  L  Q  L  P  Y
ACACCTATAAGGGATACGATCTTTCTAGCTATAATTAGTGGAAGTAAGTTGACAAACCTGCTCTTTAGTCTGATTTCCCTAATTT
  T  Y  K  G  Y  D  L  S  S  Y  N  Q  W  K  Q  V  D  K  P  A  L  Q  S  D  F  P  N  L 
ACCCTATCTTAAAGATGGAGACTATGTTTTAACAGAGTCAGATGCAATAGCTCAATACGTTTGTGTAAAAGCTAACAGAGAAGAC
 P  Y  L  K  D  G  D  Y  V  L  T  E  S  D  A  I  A  Q  Y  V  C  V  K  A  N  R  E  D  
ATGATTGGCACAACCATTGAGGACAGAATCAATATTGCTAGAATCAGAGGGATTGTAAATGAAAATATATACTTGATTGGACAGC
M  I  G  T  T  I  E  D  R  I  N  I  A  R  I  R  G  I  V  N  E  N  I  Y  L  I  G  Q  L
TTGCTTATAGCCCTAAATACAAAGAAGAATTAAAAGCAAACTTCTAAAGATTCTCAGTCCCCTTTGGCTAATTAAATAATTATTT
  A  Y  S  P  K  Y  K  E  E  L  K  A  N  F  Q  R  F  S  V  P  F  G  Q  L  N  N  Y  L 
AAATAATAAGGAGTATATCAATAATGGTAAAATTTGCTATTATGACTTCTACCTTTATGAGCTTATGTTCATCGCTCATAAAATA
 N  N  K  E  Y  I  N  N  G  K  I  C  Y  Y  D  F  Y  L  Y  E  L  M  F  I  A  H  K  I  
TTTAAAGAAGAAAATGTCTTTGATGTTTTTCCAAATCTTCGTAGTCACTACTACAGAATCTAGAATTTACCCTAAATATAAGACT
F  K  E  E  N  V  F  D  V  F  P  N  L  R  S  H  Y  Y  R  I  Q  N  L  P  Q  I  Q  D  Y
ATTTGAATTCCGATAGATACAACAAATCATTCGTTATCTACGGGCCAACTTCTGTATGGAATTCTGATTCAACTCTTTGA
  L  N  S  D  R  Y  N  K  S  F  V  I  Y  G  P  T  S  V  W  N  S  D  S  T  L  Stop
Figura 15A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTM47 (TTHERM_00205200). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 









M  D  I  T  A  T  N  E  P  V  R  F  Y  C  F  V  T  C  P  Y  A  I  R  V  R  T  A  L  E
AACTCCTCTAAGTACCATATGAATATAATGAAATTGATCTATTGGTAAATTAATAACTTACTCCTGAGTTCCTAAAAATAAATCC
  L  L  Q  V  P  Y  E  Y  N  E  I  D  L  L  V  N  Q  Q  L  T  P  E  F  L  K  I  N  P 
CCTCCATTAAGTACCAGTGATTATTAACAAGCAAGGATAGgtagattataaatattcttataattaaatgtaatttattatttta
 L  H  Q  V  P  V  I  I  N  K  Q  G  Q  
ttagACTATATCAGAAAGCTTGGTCTGCTTAGAGTATCTCAATGATAAATACTAACCTGGCTTGCTTCCTTAAGACAGTTTCTAA
    T  I  S  E  S  L  V  C  L  E  Y  L  N  D  K  Y  Q  P  G  L  L  P  Q  D  S  F  Q  
AGAGCCCAAATCAGAAAATGGATCACATATTATAGTTCTATTGACGCAAAGAAATGGAGAATTTTAGGTGCTATTAGAAACAAAA
R  A  Q  I  R  K  W  I  T  Y  Y  S  S  I  D  A  K  K  W  R  I  L  G  A  I  R  N  K  N
ATAAAGAAGAAGCTTATCGTATTCTAAATGAAATTTAATAAAATTTAAAATTCTTGTCATCTTAAATTGATTTGCCAATTAGAGT
  K  E  E  A  Y  R  I  L  N  E  I  Q  Q  N  L  K  F  L  S  S  Q  I  D  L  P  I  R  V 
TGAATAAAATTCAAAAACCTTCTTGTTTGGTTCTACTTTTGGGATGGGTGATATTGCTATTCTACCAGTTTTAGATTAAATGATT
 E  Q  N  S  K  T  F  L  F  G  S  T  F  G  M  G  D  I  A  I  L  P  V  L  D  Q  M  I  
ATATTATTTGAAACTGCATTTGGAAAGtaattttattttttaaaatgtttaattttttgtaaaataaatatctaacttttttatt
I  L  F  E  T  A  F  G  K  
ttttaaggCATATTTTAAAAGATAATTTGAATGGAAAAGATGTTGATGCACTAAAAGCACTTTATATTTGGTTTGAAAATACCAA
        H  I  L  K  D  N  L  N  G  K  D  V  D  A  L  K  A  L  Y  I  W  F  E  N  T  K 
ATAGTAACCTGCATACTAAAAGTCAACATACAAGCTTTAGAGTCTACCATAAAATCCTCTAATTGATGAACTTAACTTAAGAAAT
 Q  Q  P  A  Y  Q  K  S  T  Y  K  L  Q  S  L  P  Q  N  P  L  I  D  E  L  N  L  R  N  
AACTGGCAATTCGATAAATATTACATAAACTTTGCATAAAGAAAGTTCTTCCCTAGTGGTTAAATCCCAAAATTATGA
N  W  Q  F  D  K  Y  Y  I  N  F  A  Q  R  K  F  F  P  S  G  Q  I  P  K  L  Stop
Figura 16A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTO1 (TTHERM_00924320). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de un  letra. Los intrones se muestran en azul y en mi-
núsculas. Las regiones sombreadas en amarillo localizan los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones 
de inicio y final están sombreados en verde y rojo respectivamente.
ATGTCATAACCCCACCTTAAATTATACGGAAATATACTTTGTCCTTATGTACAAAGAGTGAGATTTGCTTTGGAAGCCTTGAAAC
M  S  Q  P  H  L  K  L  Y  G  N  I  L  C  P  Y  V  Q  R  V  R  F  A  L  E  A  L  K  L
TTTAATACGATTATGTAGAAATAGATTTGTTAGCTAAAAAGCATTTATAAGAAGAATATCTTGCTATTAATCCCTTGGGATGTGT
  Q  Y  D  Y  V  E  I  D  L  L  A  K  K  H  L  Q  E  E  Y  L  A  I  N  P  L  G  C  V 
CCCAACAATTAACATTAATAACTCAgtaaaataaattaataaatgttttaatttttctaattttttatttaaaaacagAATGTTT
 P  T  I  N  I  N  N  S                                                       N  V  Y
ATGAAAGTCTTGTCTTGCTAGAGTTCCTCGAAGAGTAATTTGGAAATGTTTTCCCAAAAGATACTATAAAAAGAGCTCAGCAGAG
  E  S  L  V  L  L  E  F  L  E  E  Q  F  G  N  V  F  P  K  D  T  I  K  R  A  Q  Q  R 
AATATGGGCAAACTATTATGATTAAAATGTGATTGGAAATATTTGGGATGTATTCTAAGTCTACAAGAGCAAGGACGAAGAGGGC
 I  W  A  N  Y  Y  D  Q  N  V  I  G  N  I  W  D  V  F  Q  V  Y  K  S  K  D  E  E  G  
TTAAAAAAGTTGGCCAATAAACTTGCAGAAGAAATCAGGTACTGGGTTAAGCAAACTAAATTATCAGAAAGAGTAAAGGCTAACC
L  K  K  L  A  N  K  L  A  E  E  I  R  Y  W  V  K  Q  T  K  L  S  E  R  V  K  A  N  P
CTAAAACTTTCTATGAAGGTGAATAACTTACCTATGTTGACTTTGCTGTCGTTCCTCATACAAGATACTTAGAAGATATTGTTCG
  K  T  F  Y  E  G  E  Q  L  T  Y  V  D  F  A  V  V  P  H  T  R  Y  L  E  D  I  V  R 
TGTCACATTCAACAAATAATTATTTGATTTGGTTGAAAATGATGATCTAATTAAAGATTTTAGAACCTACATTAACAACGTAACC
 V  T  F  N  K  Q  L  F  D  L  V  E  N  D  D  L  I  K  D  F  R  T  Y  I  N  N  V  T  
TCTTCTGAAGCTTATAATAGAATAACCCATAAGCTTCCATCATTACCAGCCCACGGAGAAAACTCCCTCCTTGATAGCCTTAACT
S  S  E  A  Y  N  R  I  T  H  K  L  P  S  L  P  A  H  G  E  N  S  L  L  D  S  L  N  F
TTACTCCCGAAACTTATGACTACAGTAAACTCGTAAGAGCTTATCTTTCCAAAAGATTTGAATCCTGA
  T  P  E  T  Y  D  Y  S  K  L  V  R  A  Y  L  S  K  R  F  E S  Stop
Figura 17A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTO6 (TTHERM_00572020). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se  muestran en azul y en mi-
núsculas. Las regiones sombreadas en amarillo localizan los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones 









M  S  I  K  N  L  S  Q  L  N  Y  E  I  F  M  D  W  G  S  Q  P  S  R  A  V  M  T  V  V
TATATTTTCTCAAAATACCTCATAAAATTAACGAAGTCAGAATTTTAAAAAAGTAGAATGTTAGTGAATAATATAAAAAAATAAA
  Y  F  L  K  I  P  H  K  I  N  E  V  R  I  L  K  K  Q  N  V  S  E  Q  Y  K  K  I  N 
TCCTGATCAAAAAATTCCTTGCATCATTGATAACGAAAACTTTTTTTTGAATGAATCTCATTCAATTATGAGATATTTCTGCTAA
 P  D  Q  K  I  P  C  I  I  D  N  E  N  F  F  L  N  E  S  H  S  I  M  R  Y  F  C  Q  
CTATATGGTGATAATTAGCTTTACCCTGATGATAATTTAAAAAAGAGAGCCTTAATTGATAGCTATCTAGACTGGCATCACTCAA
L  Y  G  D  N  Q  L  Y  P  D  D  N  L  K  K  R  A  L  I  D  S  Y  L  D  W  H  H  S  N
ACACTCGCAAGATGCATAGAATGCTCTTTAAAAAGCTTTTTGAACCACAACTTGGCATTTAAACTTCTATTAATATTGAAGAATT
  T  R  K  M  H  R  M  L  F  K  K  L  F  E  P  Q  L  G  I  Q  T  S  I  N  I  E  E  L 
AGAATCAGATGTGTAAAAAGCTCTAGCTTTTATTGAAAATAACTATTTGAACCATAAAAATAAATTCTTCTTTGGATTTGATAAC
 E  S  D  V  Q  K  A  L  A  F  I  E  N  N  Y  L  N  H  K  N  K  F  F  F  G  F  D  N  
TATACTTTAGCTGATATCAGCGCATATTGTGAACTTTATTAATCAAAAGTAGTTAATTACAGCTTTTAACCATACCCTAACATTT
Y  T  L  A  D  I  S  A  Y  C  E  L  Y  Q  S  K  V  N  Y  S  F  Q  P  Y  P  N  I  L  E
TAGAATGGATGTCAAAAATGTAACAAATAAATGAAATAAAATAAACTCATAAAGTGTATGATGAACTGTTAAATAAAAGAATCTA
  W  M  S  K  M  Q  Q  I  N  E  V  I  K  Q  T  H  K  V  Y  D  E  L  L  N  K  R  I  Q 
AAAGTAATCATCGAAATTGTGA
 K  Q  S  S  K  L  Stop
Figura 18A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTT1 (TTHERM_00729240). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una  letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
localizan los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están sombreados en verde y 
rojo respectivamente.
ATGACAACAAAACCAAGCACTAAACTTTATATTGAATGGCTTAGTTAGCCATCTAGAGCTATTGTAACTTTTTGCTTAATTGAAA
M  T  T  K  P  S  T  K  L  Y  I  E  W  L  S  Q  P  S  R  A  I  V  T  F  C  L  I  E  N
ATATTCCTCATGAGTTGGTAGAAGTTAGAATTAAAAAGTTAGAAAACAGAACTCCAGAATATAAAAAAATGTTCCCCACTGCTAA
  I  P  H  E  L  V  E  V  R  I  K  K  L  E  N  R  T  P  E  Y  K  K  M  F  P  T  A  K 
GTTGCCTGGAATGTCTGAAACTCTTGAAAACGGCGAATAATTTAATTTATTTGAAAGCCATGCAATCATGAGATACTTAGCAGAC
 L  P  G  M  S  E  T  L  E  N  G  E  Q  F  N  L  F  E  S  H  A  I  M  R  Y  L  A  D  
AGATATAACAAATCTAATCTTTATCCAAGAGGAAATATTTAGCTAAAGGCTAAAGTTGATTCTTACTTAGATTGGCATCATACAA
R  Y  N  K  S  N  L  Y  P  R  G  N  I  Q  L  K  A  K  V  D  S  Y  L  D  W  H  H  T  N
ATACAAGAAAATGCGCTCCTTATCTTTTTGATCAATACTTCGCTCCTGTTTTAGGTATTAAGCCTTAATTTGATGTGAACACATT
  T  R  K  C  A  P  Y  L  F  D  Q  Y  F  A  P  V  L  G  I  K  P  Q  F  D  V  N  T  L 
ATTTAAAGAAGTTGAAAGTGTTTTCAGGTTTATTGAGAGGGTTTGGTTAGATCAAGGAAAGAATAAATATATAGGTAATAACTAA
 F  K  E  V  E  S  V  F  R  F  I  E  R  V  W  L  D  Q  G  K  N  K  Y  I  G  N  N  Q  
CAGTTAACAATAGCTGACTTATCATGCTATTCTGAGATTATTTAAATGAAATTTGATGATTATGATTTCAAAAACAAGACTCCTA
Q  L  T  I  A  D  L  S  C  Y  S  E  I  I  Q  M  K  F  D  D  Y  D  F  K  N  K  T  P  I
TTTTATATGAATGGATGTAGAGAATAGAAGCTCTTCCAGAAATATAAAAAACTCATCAAGTTTTATTTAAGTTAGCTCCTTAAAT
  L  Y  E  W  M  Q  R  I  E  A  L  P  E  I  Q  K  T  H  Q  V  L  F  K  L  A  P  Q  I 
TTCTAAGAACAAATAAAAAGCAAAATTATGA
 S  K  N  K  Q  K  A  K  L  Stop
Figura 19A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTT3 (TTHERM_00499540). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una  letra.  Las regiones sombreadas en amarillo 









M  A  E  S  S  K  K  I  T  L  Y  S  Y  F  R  S  S  T  S  W  R  V  R  I  A  L  N  L  K
AGAAAATAGACTACAACATCATTCCTATTAACCTTTTGAAGAGTGAATAAACTTCTGAAGAATATACTAAAATCAATCCTAACTA
  K  I  D  Y  N  I  I  P  I  N  L  L  K  S  E  Q  T  S  E  E  Y  T  K  I  N  P  N  Q 
GGtaattaatttaattttttatgagagtaattataattctaagaaatataaaacactattaggGAGTCCCTGCTTTAAAGTATGG
 G                                                               V  P  A  L  K  Y  G 
AGACGAGGTTATTATTGAAAGCTCTGCTATCTTAGAGTTTTTGGAAGAAGTATTTCCTGAGCACCCACTTCTTCCTTAAGATGCA
 D  E  V  I  I  E  S  S  A  I  L  E  F  L  E  E  V  F  P  E  H  P  L  L  P  Q  D  A  
GTTAAAAGAGCTTAAATTAGAGGCTTTTGCCAAGTAATTAACACTGCCATCCACCCTCTCTAAAATTTGAGGGTGCTTAATAAGA
V  K  R  A  Q  I  R  G  F  C  Q  V  I  N  T  A  I  H  P  L  Q  N  L  R  V  L  N  K  I
TTGAAAAGGAATATAGCTAAGACAAGATTCAATGGCTCAAATTCTGGGTTACTAAGGGTTTGACAGgtaattaattttaattcta
  E  K  E  Y  S  Q  D  K  I  Q  W  L  K  F  W  V  T  K  G  L  T  A                   
ttataatgaatgagcgttcaataatttaaaaaatatataaagCAATTGAAGAATTATTAAAGAATTCTCATGGAAAATATTGCTT
                                            I  E  E  L  L  K  N  S  H  G  K  Y  C  F 
TGGTGATGAAATAACACTTGCTGACTTATTCTTGGTACCTCAAGTTCAAGGAGTTGTAGATAGATTCCAATTTGATTTAACCCCT
 G  D  E  I  T  L  A  D  L  F  L  V  P  Q  V  Q  G  V  V  D  R  F  Q  F  D  L  T  P  
TTCCCCAATATTGCAGAAGTTTTAAAAAATTTAAAGGAAATTCCTGAGTTCGTTGCTGCCTCACCCAGCAAGTAAGCTGACAATC
F  P  N  I  A  E  V  L  K  N  L  K  E  I  P  E  F  V  A  A  S  P  S  K  Q  A  D  N  P
CTGATAATCAAAAGATCTGA
  D  N  Q  K  I  Stop
Figura 20A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTZ1 (TTHERM_00575360). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una única letra. Los intrones se muestra en azul 
y en minúsculas. Las regiones sombreadas en amarillo localizan los cebadores utilizados para la PCRq. Los 
codones de inicio y final están sombreados en vede y rojo respectivamente.
ATGAGTGAAAATAATTAAAATATTATCCTTTATGGCAATTACCGTTCTTCACCTTCTTGGCGAGTAAGATTAGCACTTGGTTTAA
M  S  E  N  N  Q  N  I  I  L  Y  G  N  Y  R  S  S  P  S  W  R  V  R  L  A  L  G  L  K
AAAAGATAGAATACAAATTAGTTTCAATTGACCTTTTTAAAAATGAGTAAAAATCTGAAGTATACTTCAAGGTTAATCCAAATTA
  K  I  E  Y  K  L  V  S  I  D  L  F  K  N  E  Q  K  S  E  V  Y  F  K  V  N  P  N  Q 
AgtaaattaatttttctcaaatattatattaattttgaagtaatttatctataaagCGTATCCCTGCTCTTATATATGGAGATCA
                                                        R  I  P  A  L  I  Y  G  D  Q 
AACATTGATAGAAAGCACTGCAATAATCGAGTTCTTAGAAGAAAATTTTCCTTAGTATCCTTTACTTCCCGAGGATAGAATTAAG
 T  L  I  E  S  T  A  I  I  E  F  L  E  E  N  F  P  Q  Y  P  L  L  P  E  D  R  I  K  
AGAGCTTAGATTAGAGGCTTTTGCTAAGTCATAAACAGTGCTATTCATCCCTATTAGAATTCAAATTTAATAGGAAAAATTGAAA
R  A  Q  I  R  G  F  C  Q  V  I  N  S  A  I  H  P  Y  Q  N  S  N  L  I  G  K  I  E  K
AAGAAGGCAATATGAATAAGTTAGAATGGATTAAATTCTGGGTGACTAAGGGGTTGACAGgtaaacaaataattctttttctata
  E  G  N  M  N  K  L  E  W  I  K  F  W  V  T  K  G  L  T  A                         
atttttttaataaataatattcttatatttcagCTATAGAAGAACTTTTGAAGAAATATCATGGAAAATTTTGCTTTGGTGATGA
                                   I  E  E  L  L  K  K  Y  H  G  K  F  C  F  G  D  D 
TATAACGATGGCAGATATTTTCTTAATCCCTTAAGTATCTGCAGTAGTAGAAAGATTTGGATTCGATTTAACACCTTTTCCTCTT
 I  T  M  A  D  I  F  L  I  P  Q  V  S  A  V  V  E  R  F  G  F  D  L  T  P  F  P  L  
ATCTTAAGTGTTGTAAATAACTTAAAGGATCTTCCAGAATTTATTGCTGCTTCCCCTAGTAATTAACCAGATTATACTGAATAAA
I  L  S  V  V  N  N  L  K  D  L  P  E  F  I  A  A  S  P  S  N  Q  P  D  Y  T  E  Q  K
AAAATTGA
  N  Stop
Figura 21A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTZ2 (TTHERM_00575390). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestra en azul y en mi-
núsculas. Las regiones sombreadas en amarillo localizan los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones 









M  S  E  L  Q  I  L  G  P  L  G  N  I  H  I  N  I  A  L  I  I  A  E  L  A  G  V  P  L
TGAAGCATGTAGTAGTTGAACACAAAGAAGCAACTGGCAAAGAATTCGTAAAGAAATATCCTCTAGGTTTAATCCCTATTCTCAT
  K  H  V  V  V  E  H  K  E  A  T  G  K  E  F  V  K  K  Y  P  L  G  L  I  P  I  L  I 
TACTCCTGATAGAGAGACTATTTTGACTCCAGTTGCTATTTTTAAATATATTGCAAGAGCAGGAAAATAATTATTAGGCTCTTCT
 T  P  D  R  E  T  I  L  T  P  V  A  I  F  K  Y  I  A  R  A  G  K  Q  L  L  G  S  S  
CCTCTTGATGAGACTAAGATTGATCAATTTTTGGATATTATTTTGGGTAATTTGCATAAATCTTATGAAGATATCACAACTAGTA
P  L  D  E  T  K  I  D  Q  F  L  D  I  I  L  G  N  L  H  K  S  Y  E  D  I  T  T  S  I
TCTATGGATACAGAGAATATGATGAAACCTCAGTTAAAAATGCCAAAAAGCTTTTTGAAAAGAATTTAAAGTTTATTAACGATGC
  Y  G  Y  R  E  Y  D  E  T  S  V  K  N  A  K  K  L  F  E  K  N  L  K  F  I  N  D  A 
TTTAAAGATTGATACTTACCTAGTTGGCTAAAAGTTATCTATTGTCGATATAGCATTAGCTGCAGTCCTTCATCGTACATTCAAA
 L  K  I  D  T  Y  L  V  G  Q  K  L  S  I  V  D  I  A  L  A  A  V  L  H  R  T  F  K  
ATAGCCTTTGATGACAAATTCAGATCTGAAAATCCTCATACAGTTCGTCACCTTAGATATTTCAGCAGTATTCCTGTTTTCTCTA
I  A  F  D  D  K  F  R  S  E  N  P  H  T  V  R  H  L  R  Y  F  S  S  I  P  V  F  S  K
AATACTTTGGCAGATTAACATTAGCTTCAGGTGACTGGGCTCCTGCTAAAAAAGCTGCAGGTAACTTTACTTAAATACTAACTAA
  Y  F  G  R  L  T  L  A  S  G  D  W  A  P  A  K  K  A  A  V  K  A  T  Q  I  L  T  K 
AAAAATATAAAAACAGTGA
 K  I  Q  K  Q  Stop
Figura 22A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTN1 (TTHERM_00041590). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 
localizan los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de inicio y final están sombreados en verde y 
rojo respectivamente.
ATGACCTACCAATTACTCGCCCCCGCTGGTAACTTCAGAGCTAACATGCTCCTCACCATCGCTGAATTAGTCGGTGTTAAGCTCG
M  T  Y  Q  L  L  A  P  A  G  N  F  R  A  N  M  L  L  T  I  A  E  L  V  G  V  K  L  E
AACTCGTTCACACTGAATACGCTGCCACCAAGACCCCCGAATTCAAGCAAAAGAACCCCTTAGGTAAGGTTCCCGTCCTTATTAC
  L  V  H  T  E  Y  A  A  T  K  T  P  E  F  K  Q  K  N  P  L  G  K  V  P  V  L  I  T 
CCCCGAAGGTCCCGTCTACGAATCTAATGCCATCGCTAGACACCTCGCCAGAACTGCTGGTAAGCTCTACGGTGCTAACCAACAC
 P  E  G  P  V  Y  E  S  N  A  I  A  R  H  L  A  R  T  A  G  K  L  Y  G  A  N  Q  H  
GAAGCTGCTTTGGTTGACTAATACTTAGATATGGCCGTTACTGAATTATTACCCTCTTTGACCACCACCCTTTACGCTATTTTCG
E  A  A  L  V  D  Q  Y  L  D  M  A  V  T  E  L  L  P  S  L  T  T  T  L  Y  A  I  F  G
GTTTCAAGCCTGCTGACAAGGAAGTCCTCAAGGCTGCTAAATAAGAAACCTTCAGCGTCTTGAGAATCTTAAACGAAAGACTCAC
  F  K  P  A  D  K  E  V  L  K  A  A  K  Q  E  T  F  S  V  L  R  I  L  N  E  R  L  T 
CCACCACAAGTACTTAGCTGGTGAAAACCTCACTATTGCTGATATCCAACTCGCTACTTTCTTAAACCTCGCTTTCAGAGTTACC
 H  H  K  Y  L  A  G  E  N  L  T  I  A  D  I  Q  L  A  T  F  L  N  L  A  F  R  V  T  
ATCTCTGGCGAACAAAAGAAGCCTATTGCTAAGGTTGTTGAATACTTCGTTAGAGTTGCTCAACTCCCCGAATTCACCAAGTATC
I  S  G  E  Q  K  K  P  I  A  K  V  V  E  Y  F  V  R  V  A  Q  L  P  E  F  T  K  Y  H
ACGGAAGACCCCACTTCGCCACCTCTGAATTCTAAACTGTTGCTGCCCCCGCTGCTGAAGCTAAGGACAACAAGAAGAAGGAAGC
  G  R  P  H  F  A  T  S  E  F  Q  T  V  A  A  P  A  A  E  A  K  D  N  K  K  K  E  A 
TGCCAAGGCTAAGGAAGCCCCCAAGCCCAAGGAAGCTCCCAAGAAGAAGGAAGAAAAGGTTGAAGAAGAAGAAAAGGAAGAACAA
 A  K  A  K  E  A  P  K  P  K  E  A  P  K  K  K  E  E  K  V  E  E  E  E  K  E  E  Q  
CCCGCTAGCGGCTGGAACTTGTATGACTACAAGACCCTCTACGTCAACGCCAAGAACAAAGAAGAAGCCATCTAAAACTTAGTTG
P  A  S  G  W  N  L  Y  D  Y  K  T  L  Y  V  N  A  K  N  K  E  E  A  I  Q  N  L  V  E
AAAACTTCGACGCCAAGACCATGTGCATCTACCACTTACACTACCAAAAGTACACTGGTGATGGTCAAGTCCTCTATCTCTTCAA
  N  F  D  A  K  T  M  C  I  Y  H  L  H  Y  Q  K  Y  T  G  D  G  Q  V  L  Y  L  F  N 
CAACATGAAGAACAATTTCCTCTAAAGATGTGACCCCGCTAGAAAGGTCGCTTTCGGTACCTACTCTATCTACGGTGAAGAACCC
 N  M  K  N  N  F  L  Q  R  C  D  P  A  R  K  V  A  F  G  T  Y  S  I  Y  G  E  E  P  
AACCTCGAAATCTCTGGTGTCTGGTTGTTCATGGGTGCCACCATTCCTCCTCAAATGAACGAAAATCCTTCTTTCGAATATCACG
N  L  E  I  S  G  V  W  L  F  M  G  A  T  I  P  P  Q  M  N  E  N  P  S  F  E  Y  H  D
ACCTCAAGCAATTAGATATCACCAAGGCTGAAGACTTACAAATCCTCAGAAACTACTGGACCAACACCGAAGAAGACACCTCCGT
  L  K  Q  L  D  I  T  K  A  E  D  L  Q  I  L  R  N  Y  W  T  N  T  E  E  D  T  S  V 
TGTTGATGGTCTTAGACTCAGATCTTTCGGTTCTTTCAAGTGA
 V  D  G  L  R  L  R  S  F  G  S  F  K  Stop
Figura 23A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGSTN2 (TTHERM_00402120). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 









M  D  V  E  F  K  Y  D  F  F  V  I  G  G  G  S  G  G  L  A  A  A  K  E  A  A  S  F  G
GAGCAAGAGTAGCTGTGGCTGACTTTGTCAAGCCTTCTCCTGTTGGCACAAAATGGGGTTTAGGAGGTAataaataaatcaatta
  A  R  V  A  V  A  D  F  V  K  P  S  P  V  G  T  K  W  G  L  G  G  T                
tatgtttagcatatttaatatctcagctatttaagacaatagttgataaacttgagttttacataagccatagctaaaaatttat
attaatatttattataggtaCTTGTGTTAATGTCGGTTGTATTCCTAAGAAGCTTATGCACTTTGCCGCCTCATACGGTGAAAGT
                      C  V  N  V  G  C  I  P  K  K  L  M  H  F  A  A  S  Y  G  E  S  
CATGAAGCTTAAAAGAATATGGGTTGGACTGAAATCAAGGAAAAAAACAAACATGAATGGTAACCTATGGTTGAAAGGGTTTAAG
H  E  A  Q  K  N  M  G  W  T  E  I  K  E  K  N  K  H  E  W  Q  P  M  V  E  R  V  Q  A
CTCATATCAAGAAATTGAATTGGGGTTACAAGGTTGAACTCGCTGAAAAGGAAGTCAAGTACTACAATAGCTTGGCTAGTATAGT
  H  I  K  K  L  N  W  G  Y  K  V  E  L  A  E  K  E  V  K  Y  Y  N  S  L  A  S  I  V 
AGGCAAGAATACAATTGAAgtaataaacattaataaatatattgttttgtttaaaatcgtttctctcctctattttttttattta
 G  K  N  T  I  E                                                                    
tgtaagagatgctatttttatataaaagtataaagagggaaataatgtgtttattaatcatttacgtattttttaatcaattttt
tttaatatttagCTTACTAACAGAAAGGGAGAAAAGGAATAAGTTACTGCTAAGTACATTTTGATTGCTGTTGGTGGTAGACCAA
            L  T  N  R  K  G  E  K  E  Q  V  T  A  K  Y  I  L  I  A  V  G  G  R  P  T
CATTCTTAGATATTCCTAATACTGAAAAGTTAGTCATTACTTCTGATGATATCTTTTCTATGTAAAACCCTCCTGGAAAAACATT
  F  L  D  I  P  N  T  E  K  L  V  I  T  S  D  D  I  F  S  M  Q  N  P  P  G  K  T  L 
AGTCGTTGGTGCTTCCTATATAGCCTTAGAATGTGCAGGTTTCTTAGCTGGTTTTGGTTATGACGTTACTGTCATGGTTAGATCA
 V  V  G  A  S  Y  I  A  L  E  C  A  G  F  L  A  G  F  G  Y  D  V  T  V  M  V  R  S  
ATTCTCTTAAGAGGTTTTGACTAAGtaatttattaatcatttacattttatttgcattaaaattgaaaaatgattattgaatctt
I  L  L  R  G  F  D  Q  E                                                            
ataaataaataaattacttactttaaaattttgaaaattttaggAAATTGCTGAAAAAATTGGTGAATACATGGCAAGACACGGA
                                              I  A  E  K  I  G  E  Y  M  A  R  H  G  
ACCAAATTCATCCGTGGTACTGTACCTCACCATATTGAAGCTACTCCTGATGGCAGAAGACGTGTAGTTTGGAAATCTCCAGTAG
T  K  F  I  R  G  T  V  P  H  H  I  E  A  T  P  D  G  R  R  R  V  V  W  K  S  P  V  E
AAGGTTAGGGAGATGTTGAAGAAATTTTCGACACTGTTATGCTAGCAATTGGAAGAACATCTGATACCAAGAATATCGGTGTAGA
  G  Q  G  D  V  E  E  I  F  D  T  V  M  L  A  I  G  R  T  S  D  T  K  N  I  G  V  E 
GACTATGGGTATTAAAACAAAGCCCAATGGAAAAATTATTGCTAACGATGACGATgtatatttttattataagtttattctttac
 T  M  G  I  K  T  K  P  N  G  K  I  I  A  N  D  D  D                                
ttgatgttaataataaatttgttcaaattaattattttaacataatttttatacacttaatacaaatatattgaatttttgttaa
aatttatatagACCACTAATGTTGAAAATATTTTCGCTATTGGTGATTGTGTAGACAAGAGACCAGAATTGACTCCTACTGCTAT
           T  T  N  V  E  N  I  F  A  I  G  D  C  V  D  K  R  P  E  L  T  P  T  A  I 
TAAGGCTGGAAGACTTTTAGCTCGTAGATTGTTCAATGGTGACACTAAACTCATGGATTACAACTCCATTCCAACTACTGTTTTC
 K  A  G  R  L  L  A  R  R  L  F  N  G  D  T  K  L  M  D  Y  N  S  I  P  T  T  V  N  
ACTCCTATTGAATATGGTACCATTGGTTTATCTGAAGAAGATGCCAAGACTAAATATGGAGAAGATAACATTAAAGTTTATTACT
I  K  V  Y  Y  S  I  F  T  P  L  D  W  S  Y  S  D  H  K  H  D  D  N  I  K  V  Y  Y  S
CAATTTTCACTCCTCTTGATTGGTCATACTCTGACCATAAGCATGATGACAAGGGTCACGCCAAGTTGATTGTCAATAAGGCTGA
  I  F  T  P  L  D  W  S  Y  S  D  H  K  H  D  D  K  G  H  A  K  L  I  V  N  K  A  D 
TGACGAGCGTGTCGTTGGTTTCCATTATCTTGGTCCTCATGCAGGTGAAGTTACATAAGGTTTTGCTATTGCCTTCAAGTTTAAG
 D  E  R  V  V  G  F  H  Y  L  G  P  H  A  G  E  V  T  Q  G  F  A  I  A  F  K  F  K  
GCAACTAAAGCTAACTTTGATGATGTCGTTGGTATTCATCCTACATATGCTGAAGtaattaaatttttttttttacatttaaatt
A  T  K  A  N  F  D  D  V  V  G  I  H  P  T  Y  A  E  E                              
aaataatttataattattattaaggAATTCACAACTTTGAAGAATGTCAAAGGAGAGGGTGAAGCCTAAGAATCAGGCTGCTGAG






Figura 24A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtTrxR1 (TTHERM_0004766). La secuencia aminoací-
dica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestran en azul y en minús-
culas. Las regiones sombreadas en amarillo muestran los cebadores utilizados para la RT-PCRq. Los codones 
de inicio y final están sombreados en verde y rojo respectivamente. Se indica subrayada en la región 3’UTR la 









M  E  I  E  I  Q  E  E  F  D  F  F  V  I  G  G  G  S  G  G  L  A  A  S  K  E  A  A  Q
AATTTGGTGTTAAAGTAGGCTTAGCTGATTTCGTTGACCCAACCCCAATAGGTACTAAGTGGGGATTAGGAGGTACTTGCGTTAA
  F  G  V  K  V  G  L  A  D  F  V  D  P  T  P  I  G  T  K  W  G  L  G  G  T  C  V  N 
TGTAGGGTGCATTCCTAAAAAACTTATGCACTACGCAGCCACATATGGTGAAAGTATGGAGATGTAAAGAATTTCTGGTTGGAAA
 V  G  C  I  P  K  K  L  M  H  Y  A  A  T  Y  G  E  S  M  E  M  Q  R  I  S  G  W  K  
AATGTGAATGAAGAATAAAAAACCCATGAATGGTAAAAGCTAGTCGAAAGAGTACAAAATAATGTTAAAAAGACTAACTTTGGAT
N  V  N  E  E  Q  K  T  H  E  W  Q  K  L  V  E  R  V  Q  N  N  V  K  K  T  N  F  G  Y
ACAAAGTGGCACTCCGTGAGAACAAAGTCAAATACTTCAACTACTATGCTTCTCTTGTTGATAAAAATACTATCAAATTAGAAAA
  K  V  A  L  R  E  N  K  V  K  Y  F  N  Y  Y  A  S  L  V  D  K  N  T  I  K  L  E  N 
CAAAACAGGTGTTATTTATGTGAAGGCTAAGCATATTCTCATCAGCGTTGGTGGTAGACCTAATTATTTACCTCACATAGATTCT
 K  T  G  V  I  Y  V  K  A  K  H  I  L  I  S  V  G  G  R  P  N  Y  L  P  H  I  D  S  
AAGTTAATTATTACTTCCGATGATTTGTTTAGTTTGCAAACACCTCCAGGtaattttttttttttttttatttaatataaataaa
K  L  I  I  T  S  D  D  L  F  S  L  Q  T  P  P  G                                    
ttaaataaataattatacttattttatcaataattttaattaaaaaactattaggAAAAACATTAATTGCTGGTGGCTCTTATAT
                                                        K  T  L  I  A  G  G  S  Y  I 
CGCTTTAGAATGTGCAGGATTTTTGAATGGTCTTGGTTATGATGTTACAGTTTTATATAGATCTGTATTACTCAGAGGCTTTGAT
 A  L  E  C  A  G  F  L  N  G  L  G  Y  D  V  T  V  L  Y  R  S  V  L  L  R  G  F  D  
TAGGATGTTGCAGAGAGAATGTAAACATATATGGCTCATCATGGAGTTAAGTTTGTATAAGGTGAAATTAAAGATGTTAAGTAAT
Q  D  V  A  E  R  M  Q  T  Y  M  A  H  H  G  V  K  F  V  Q  G  E  I  K  D  V  K  Q  L
TAGAAAACGAAACTAAGTAAGTAGTTTATACAAATGGTAGCTCTGATACTTTTAACACAGTCTTGCTGGCAATAGGAAGAATACC
  E  N  E  T  K  Q  V  V  Y  T  N  G  S  S  D  T  F  N  T  V  L  L  A  I  G  R  I  P 
AAACACAAAAAAATTAGGTCTAGAAAATGTTGGGATACCTGTAACTAAAAGTGGTAAGATTCAGTCCGATGATCTTGATCGTACA
 N  T  K  K  L  G  L  E  N  V  G  I  P  V  T  K  S  G  K  I  Q  S  D  D  L  D  R  T  
ACTGTTGAAAATATTTATGCTATCGGTGATGCAGTAGAAGGtataaaatttttattgttaattagaaataaatttcaattttaaa
T  V  E  N  I  Y  A  I  G  D  A  V  E  G
aatttaagaaaaatttttattaaaaaaaataatattttaaataggACGTATGGAATTGACTCCTTTGGCTATAAAAGCAGGAAGA
                                              R  M  E  L  T  P  L  A  I  K  A  G  R  
TATTTGGCTCGTAGACTTTATAACAATGAAAACATTTCTTTAGATTACAAAATTGTACCAACTACTGTATTTACTCCTATTGAAT
Y  L  A  R  R  L  Y  N  N  E  N  I  S  L  D  Y  K  I  V  P  T  T  V  F  T  P  I  E  Y
ACTCTGCAATAGGTTTAACAGAAGAAGAAGCTATTAAAACATATGGCAGTGAAAATGTATGGTCTTATGTTTCTAAGTTTAAACC
  S  A  I  G  L  T  E  E  E  A  I  K  T  Y  G  S  E  N  V  W  S  Y  V  S  K  F  K  P 
TCTTGAGTGGGTTCTATCAGATAAAGATAATGATTCTAGAGGTTATTGTAAACTAATTGTGCATAATAAATAAAATGAGCGCGTA
 L  E  W  V  L  S  D  K  D  N  D  S  R  G  Y  C  K  L  I  V  H  N  K  Q  N  E  R  V  
TTAGGCCTACATTATTTAGGACCTCATGCAGCAGAAGTAGCTTAAGGTTTTGCAGTCGCTATGCAATTAGGAGCTACCAAGGCAG
L  G  L  H  Y  L  G  P  H  A  A  E  V  A  Q  G  F  A  V  A  M  Q  L  G  A  T  K  A  D
ATTTTGATAAGACTGTTGCCATCCATCCATCTTCTGCAGAAGAGTTGGTGCTTCTCAAGCAAATTAAGGGTATCAGCGAAACTGA
  F  D  K  T  V  A  I  H  P  S  S  A  E  E  L  V  L  L  K  Q  I  K  G  I  S  E  T  D 
TGAATGGTTATGTTGTGGCTGA
 E  W  L  C  C  G  Stop
Figura 25A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtTrxR2 (TTHERM_00142420). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestran en azul y en 
minúsculas. Las regiones sombreadas en amarillo son los cebadores utilizados para la RT-PCRq. Los codones 








M  F  C  K  L  K  R  I  N  S  G  L  R  Y  Y  F  S  S  N  Q  Q  Q  N  Q  H  Q  N  Y  F
TTAATTTTTAAAATTAAGATAATAATTCTACATCACAGCAGTCTGCAAACAATTTTGAATTTAAAAATGAAGAAAATTATCAAAA
  N  F  Q  N  Q  D  N  N  S  T  S  Q  Q  S  A  N  N  F  E  F  K  N  E  E  N  Y  Q  K 
GAATGATAACTAAGGTTCATAAAATTCTTAGTTTGATGAAATTGAATTACCACCCTTTTCAGATTAGCAAGATGAAGATGAAAAG
 N  D  N  Q  G  S  Q  N  S  Q  F  D  E  I  E  L  P  P  F  S  D  Q  Q  D  E  D  E  K  
CAGGATGAAAATAAAATTTAGTATTTATCCCAAGAAAAAAATGATATTTTGCATCAAAAATATGATGTTGCCATAATTGGTGGTG
Q  D  E  N  K  I  Q  Y  L  S  Q  E  K  N  D  I  L  H  Q  K  Y  D  V  A  I  I  G  G  G
GATCTGCAGGTTTGTCTTTTGCTTTAGAAGCTCATAAATTGGGAATGAAAACAATTTTATTTAATTTTGTAGAACCTACATTCAG
  S  A  G  L  S  F  A  L  E  A  H  K  L  G  M  K  T  I  L  F  N  F  V  E  P  T  F  R 
gtacccaaatgttttttctttagtttaagacactatttgtttcgttatattcaatcgatttttaaataattaatagAGGTAATAA
                                                                             G  N  K 
ATGGGGTTTAGGTGGGACTTGTGTAAATGTTGGATGCATACCGAAAAAGTTATTCCATACTGCATCTATTATTAAGGATAGCTTA
 W  G  L  G  G  T  C  V  N  V  G  C  I  P  K  K  L  F  H  T  A  S  I  I  K  D  S  L  
TTAAAATCAGCAGATTTCGGATTTGGTGGAGATAGGTAGCAATTTTAAATTGATCTAGATCATAATAATGAGCCTAAAAACAAGC
L  K  S  A  D  F  G  F  G  G  D  R  Q  Q  F  Q  I  D  L  D  H  N  N  E  P  K  N  K  Q
AACTCTTAAATTTTAGATGGAGACAACTTGTTTCTAATGTACAAAATTATATCTCTGATTTGAACTTGGGATTCGAAGCTCAACT
  L  L  N  F  R  W  R  Q  L  V  S  N  V  Q  N  Y  I  S  D  L  N  L  G  F  E  A  Q  L 
CATTAATAGGAGTATCCCTTATGTGAATGCCTTAGCTACTTTAGGCGATAAAAATACTATATACTATACAACTAATAAATATGAT
 I  N  R  S  I  P  Y  V  N  A  L  A  T  L  G  D  K  N  T  I  Y  Y  T  T  N  K  Y  D  
TTATATGATGCTATTTAAAGAAGAGATTTTTCTAAATTAATTAGCTAGCAAATTAAGGCAGATTACATAGTCATAGCAGTTGGGG
L  Y  D  A  I  Q  R  R  D  F  S  K  L  I  S  Q  Q  I  K  A  D  Y  I  V  I  A  V  G  G
GAAGACCAAAATATATTAAAGAATGTGAAAACAGTGAAAAATATTCTATAACGAGTGATGACATTTTTTCTTTAAAAAACCCTCC
  R  P  K  Y  I  K  E  C  E  N  S  E  K  Y  S  I  T  S  D  D  I  F  S  L  K  N  P  P 
TGGAAAAACTCTAGTTTTAGGTAGTGGGTATATAGCTTTTGAAAGTGCAGGATTTTTGAGTAATTTAGGGATGAATACAACGTTA
 G  K  T  L  V  L  G  S  G  Y  I  A  F  E  S  A  G  F  L  S  N  L  G  M  N  T  T  L  
ATGGCAAGAGGTTAATATCTTCGTGAATTCGATCAAGATATTGCTTAGATGATAGTTGAGGACATGAAATAATTTAATGGTGTAC
M  A  R  G  Q  Y  L  R  E  F  D  Q  D  I  A  Q  M  I  V  E  D  M  K  Q  F  N  G  V  R
GATTCATATAGCATTCAGTTCCTTATAAAATTGAAAAAGATGATAAAGATTATGTTGTATGCTACAAGAGTATCAAAAATAATGA
  F  I  Q  H  S  V  P  Y  K  I  E  K  D  D  K  D  Y  V  V  C  Y  K  S  I  K  N  N  D 
CGAATAATGTGATAAATTCTAAACTGTATTGCAAGCTGTTGGAAGATAGCCAAATGTTTCATTATTAAATTTAGATCAAATAGGA
 E  Q  C  D  K  F  Q  T  V  L  Q  A  V  G  R  Q  P  N  V  S  L  L  N  L  D  Q  I  G  
GTTTAAGTCCATTCTGAGACAAAAAAAgtattttgttttatttgttttctaaaatatttttagtttaaataatttatttactcta






                        I  I  G  G  Y  N  E  D  S  E  R  T  S  V  D  N  I  F  S  V  G
GTGATGTGCTACATGGtatttattaaattaaaaatttaatatatttattttatgcatttttattaaaggAGTACCTGAACTCAAT
  D  V  L  H  G                                                       V  P  E  L  N  
CCTATTGCTTAAATGTCTGGAAAGCTTTTAGCACATAGAATATTTGGTTTAAAAATGAATGATAATATGAAATATTACAACAGAC
P  I  A  Q  M  S  G  K  L  L  A  H  R  I  F  G  L  K  M  N  D  N  M  K  Y  Y  N  R  H
ATAAAATGGATTATAATTGTATTCCTACTACTCTGTTTACACCTTAAGAATACAGCTTTGTAGGGTTAAATGAAGAATAAGCTCT
  K  M  D  Y  N  C  I  P  T  T  L  F  T  P  Q  E  Y  S  F  V  G  L  N  E  E  Q  A  L 
TCAGCAATATGGTAAAGATAGGGTAGAAATTTATCACTCTAGATTCACTCCTTTAGAAGAATAACTTACTTTTTCTTATGATGAC
 Q  Q  Y  G  K  D  R  V  E  I  Y  H  S  R  F  T  P  L  E  E  Q  L  T  F  S  Y  D  D  
CAGGGCAATATCATCAAAAGAAAAAGTTATTGTAAATTGATTTGTGATAAATTTGATAATAATAGAATTCTAGGTATGCATTATT
Q  G  N  I  I  K  R  K  S  Y  C  K  L  I  C  D  K  F  D  N  N  R  I  L  G  M  H  Y  F
TTGGCCCTAATGCAGGTGAAGTAATGTAAGGCTATGCTGTAGCATTTAAAATGAATCTATTTAAGCATCAATTAGATAGTAGTGT
  G  P  N  A  G  E  V  M  Q  G  Y  A  V  A  F  K  M  N  L  F  K  H  Q  L  D  S  S  V 
TGGTATACATCCAACATGTGCAGAAGAACTGCTCAATCTTAAAGTTACAAAAAGCTCTGGTGAGGATTTTGATAAAGACTCATGC
 G  I  H  P  T  C  A  E  E  L  L  N  L  K  V  T  K  S  S  G  E  D  F  D  K  D  S  C  
TGAGCTTGATTTTACTTAAAAATTCTCTTATTGCTTTGAAATTTATATATCTTAAAGATGTATAGTATAATGATAGCAAATCTCG
U  R  Stop
AAAATCTTAGGATTGGGATTAGGCTTGAATAGTCAGAGTAATAAGAGTATTTATTAAAAATATTTTAATTCATAAATTAAATTTA
TTTATTATAATCAAATATTTTCAAA
Figura 26A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtTrxR3 (TTHERM_00486500). La secuencia aminoacídica 
inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestran en azul y en minúsculas. Las 
regiones sombreadas en amarillo son los cebadores utilizados para la RT-PCRq. Los codones de inicio y final están 
sombreados en verde y rojo respectivamente. Se indica subrayada en la región 3’UTR  la secuencia (SECIS) respon-









M  I  L  K  S  L  K  N  K  S  Q  Q  L  Y  K  G  F  Q  I  K  S  L  Q  T  Q  L  A  K  S
CAAATTTCTCTACTGGGTTTAAAGGATTTAATTTATAGAAAAAGAAACCATTAATTGATGAAAAAGTAAACAAGTAGCATTACGA
  N  F  S  T  G  F  K  G  F  N  L  Q  K  K  K  P  L  I  D  E  K  V  N  K  Q  H  Y  D 
TGTAGCTATAATCGGTGGAGGTTCAGGTGGTTTAGCTTTTGCCTTTGtaaacatgcaatatttttaatctaaattgatctaaatt
 V  A  I  I  G  G  G  S  G  G  L  A  F  A  F  E                                      
attaattaatatatcaaaaggAAGCTTAAAAATTAGGTATGAAAGCAGTTGTATTCGACTTTGTTGAAGAATCTACTTAgtatag
                       A  Q  K  L  G  M  K  A  V  V  F  D  F  V  E  E  S  T  Q       
ttattagttgtcataattatgattgctaatttgaatatttttaattaaatagAGGTAACTCTTGGGGATTAGGTGGTACATGCGT
                                                     G  N  S  W  G  L  G  G  T  C  V 
TAATGTAGGGTGTATTCCTAAAAAGCTTATGCATACAGCAGCTTTATACAAAGtaatattaaaaaaatgaaaattaaatgtaaat
 N  V  G  C  I  P  K  K  L  M  H  T  A  A  L  Y  K  E                                
atttttctacttatttaggAAGTTATTTTAAACTCTTCTGGATATGGCTTTGATTTAGAAGGAAAAAATTTAGAGGAAAAATATA
                     V  I  L  N  S  S  G  Y  G  F  D  L  E  G  K  N  L  E  E  K  Y  K
AATAAGAATACTTAGTTTGGCAACATTTGGTGAATAATGTTTAATCATATATTAAAAGCATTAATTTTGGATATAAGAAATCTTT
  Q  E  Y  L  V  W  Q  H  L  V  N  N  V  Q  S  Y  I  K  S  I  N  F  G  Y  K  K  S  L 
AGGCGAGCTGAATATTGATTATGTTAATGCATTTGCATCTTTTTATGATAAAAATACCTTAGTTTTTTCTCCTAAGGTTGACGCA
 G  E  L  N  I  D  Y  V  N  A  F  A  S  F  Y  D  K  N  T  L  V  F  S  P  K  V  D  A  
ATAAGCGGATTTTTGAAAGATAATGAATCTTATAAAGCTAATACCGAATAGTTAGGATATGTCACTGCCGATAAGATTGTAGTAG
I  S  G  F  L  K  D  N  E  S  Y  K  A  N  T  E  Q  L  G  Y  V  T  A  D  K  I  V  V  A
CAGTAGGCGGCAGACCTTAGCTTTTATCAGATAGTTAATGTTAAAATTCAAATAAATATGCTATAACTAGTGATGATATATTCAT
  V  G  G  R  P  Q  L  L  S  D  S  Q  C  Q  N  S  N  K  Y  A  I  T  S  D  D  I  F  M 
GCAAAAGAAACCTCCTGGCAAAACCCTTGTCATTGGTGGTGGATATATTGCTCTTGAATGTTCTGGATTTCTTTCTACTCTTGGA
 Q  K  K  P  P  G  K  T  L  V  I  G  G  G  Y  I  A  L  E  C  S  G  F  L  S  T  L  G  
TACGATACTACAATGATGACTAGATCTTTGTATTTAAGAGgtaaataaaaatatatttattaattctaatttacattttaaattt
Y  D  T  T  M  M  T  R  S  L  Y  L  R  E                                             
agttctattgatactttttatgtttaaataattaattacaataaataatcattagtttttaaatttattactaatttaaaattta
taaatagAATTCGATTAAGACATAGCTAAAATGATTCTTGAGAATATTTAAACACATTCTAAAGTAAAAGTAGTTCCTACTTCTT
         F  D  Q  D  I  A   K  M  I  L  E  N  I  Q  T  H  S  K  V  K  V  V  P  T  S  
TGCCAGTTAGTTTGGAGAAAGTAGATGAAGATACTTTAAAAGTTAAGATTCAGAACTAAGAAGATAAATCTAAAATTTACGAAGA
L  P  V  S  L  E  K  V  D  E  D  T  L  K  V  K  I  Q  N  Q  E  D  K  S  K  I  Y  E  D
CAgtaaaaattaaaaatagttttagtatcgaatttaattgaatttaaataaatgaatagCTTTTAACACAGTTTTAATGGCAATT
                                                           T  F  N  T  V  L  M  A  I 
GGAAGAAAGCCCAATACATAGAAATTAAATTTAGAAAAGGTTGGAGTTTAACTCAATTAAAAAAATAAAAaggtatttttattaa
 G  R  K  P  N  T  Q  K  L  N  L  E  K  V  G  V  Q  L  N  Q  K  N  K                 
agagtagctaattacagtatttaatttaatcctaaAGATATAAGGTAGGTTTAATGATGAACTAGAATAAACTAGTGTGGAAGGA
                                   K  I  Q  G  R  F  N  D  E  L  E  Q  T  S  V  E  G 
ATCTATGCTCTTGGTGATGTCCTTGATGGAGTTCCTGAGTTAACACCTGTTGCCTAAAAGTAAGGTTAACTATTAGCAAGAAGAA
 I  Y  A  L  G  D  V  L  D  G  V  P  E  L  T  P  V  A  Q  K  Q  G  Q  L  L  A  R  R  
TTTAGCATAAAAAAGAAAATAAAGAACCAAACACAGTTTTTATCTAAAAAAATTCTATGGACTACAACGATTTCCCCACAACAGT
I  Q  H  K  K  E  N  K  E  P  N  T  V  F  I  Q  K  N  S  M  D  Y  N  D  F  P  T  T  V
ATTTACTCCTGTTGAATATTCATGTGCTGGCTATTCTGAAAAATAGGCTGTAGAAAAGTTTGGTGAAGAAAATATCGAAGTTTAT
  F  T  P  V  E  Y  S  C  A  G  Y  S  E  K  Q  A  V  E  K  F  G  E  E  N  I  E  V  Y 
CACTCAAAGTTTACTCCTTTAGAAGAGCAGCTTTCACCGAGAGTTGATGAAAACTTTGATACAATTTACAGGAAAGCTTATGCTA
 H  S  K  F  T  P  L  E  E  Q  L  S  P  R  V  D  E  N  F  D  T  I  Y  R  K  A  Y  A  
AAGTAATATGCAATAAGCTTGATAATGAAAGAGTAGTTGGAATACATTATCTTGGACCTAATGCAGGttcacaaatattttattt
K  V  I  C  N  K  L  D  N  E  R  V  V  G  I  H  Y  L  G  P  N  A  G                  
ctttattgtaaaattttcaaatattttttaatttaaaaatttagGAGAAGTAATGCAAGGCTACGGAGTTGCTATGAAATTAGGG
                                              E  V  M  Q  G  Y  G  V  A  M  K  L  G  
ATGACTAAAGCTGATCTAGATAGAACAGTAGGAATACATCCTACCACTGCTGAAGAATTCACAAATCTTAGTATAACTAAAGCAT
M  T  K  A  D  L  D  R  T  V  G  I  H  P  T  T  A  E  E  F  T  N  L  S  I  T  K  A  S
CTGGAGAAGATTGTGAAAAGACATCTTGCTGAGCTTGAGCTGCATGAAGGCCCTCTATTTCTTGTCATGCCATTTAATAATAAAT
  G  E  D  C  E  K  T  S  C  U  A  Stop
TAGCATTATTTAATTGAAAACAAAGTTAATTTATCTAATATGGAAAATGACGAATTTAGTCTAAACTGTAAAACAGGGATTAAAT
TCTGAAAAATATATGACAATTTAGAAGTAGAGAGCAAAAATTTATTTTCTAGTGTTAATTTATTTACAGG
Figura 27A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtTrxR4 (TTHERM_00823430). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestran en azul y en 
minúsculas. Las regiones sombreadas en amarillo muestran los cebadores utilizados para la RT-PCRq. Los 
codones de inicio y final están sombreados en verde y rojo respectivamente. Se indica subrayada en la región 








M  N  E  E  E  F  T  N  Q  H  I  I  K  N  N  N  E  S  K  Q  N  H  P  N  S  S  S  Y  K
AAGGAGCTCTTGATTAGCAGTAAGTGATTCAGCAAAAAGAAAATTAGATTAAAAGAACTGAAGCGCACTTAAACGATAAAAATAT
  G  A  L  D  Q  Q  Q  V  I  Q  Q  K  E  N  Q  I  K  R  T  E  A  H  L  N  D  K  N  I 
TGCTTTTAATTAAAAAATACAACATAATAATCATGTTGATCAGCAGGTATTTAACACAGAAGGAAATTAACCAAGATAAAAATAA
 A  F  N  Q  K  I  Q  H  N  N  H  V  D  Q  Q  V  F  N  T  E  G  N  Q  P  R  Q  K  Q  
GAAAGAAAATTATCATATCTAGGTAAAACTAACTATAGCGAAAAATCAAAAGAGGAGTCTCAACTTAAACCGCCAAAAAATACAA
E  R  K  L  S  Y  L  G  K  T  N  Y  S  E  K  S  K  E  E  S  Q  L  K  P  P  K  N  T  K
AAGGAAAGGTAGAATACGATATAGTTAAAGATTTTTTAGTTAAAACTTATACTGATTAATGCGAAGAAGATGGATAAATGGAACT
  G  K  V  E  Y  D  I  V  K  D  F  L  V  K  T  Y  T  D  Q  C  E  E  D  G  Q  M  E  L 
GATATAAATGCCAACAAAAAGGTCAACTGTGAGGAGAAAAGGGAAGAAAACGCCAATCAAAGTACAGAATATCTATTAAGAAGCA
 I  Q  M  P  T  K  R  S  T  V  R  R  K  G  K  K  T  P  I  K  V  Q  N  I  Y  Q  E  A  
CAGCAGAAAAAATAACTTAATGATGTTTTCTAGTACACAATAGTTGACAATAAAAAAAAGAGACAAGAAATTAAGTTGAAACAAA
Q  Q  K  K  Q  L  N  D  V  F  Q  Y  T  I  V  D  N  K  K  K  R  Q  E  I  K  L  K  Q  R
GATTAGTTAGAGAAATAAGTATAGATACTCACTCTACGATTACAGAAGAATCAAAAGATAACTAATTAATTTTATAAGACTAAAA
  L  V  R  E  I  S  I  D  T  H  S  T  I  T  E  E  S  K  D  N  Q  L  I  L  Q  D  Q  N 
TCTTTCCAATAAATAAAGACAAAAATCCTCGTCCTTTTACTTAGATAATAAAAATGATAAAAGCCAAACCAATTTAAATAATACC
 L  S  N  K  Q  R  Q  K  S  S  S  F  Y  L  D  N  K  N  D  K  S  Q  T  N  L  N  N  T  
CATATTCAAACTATTCAGGAAGAACCAGATGTTATTGTCATAGAAGATTCTTATCCTTTGGAGTGGGATCCTGGATTTAATAAGA
H  I  Q  T  I  Q  E  E  P  D  V  I  V  I  E  D  S  Y  P  L  E  W  D  P  G  F  N  K  K
AGGCTCGTAAAAAATTAGATTTAATTAATCAAACAAGATCAAATAATACTCTGCCTATATTAGATTTAAGCAACACTAAAAATGT
  A  R  K  K  L  D  L  I  N  Q  T  R  S  N  N  T  L  P  I  L  D  L  S  N  T  K  N  V 
AGAAAAATATAGACATATCTTAAATAGTAAATAAGGATGGCAACCCTTACTTAATACTCCTTTCTTACCTATAAGTCCTTAAAAT
 E  K  Y  R  H  I  L  N  S  K  Q  G  W  Q  P  L  L  N  T  P  F  L  P  I  S  P  Q  N  
TAACTTAAGAAGGCAGATCTTTTTAAGAATTTATTAAAGGAGTAGAAAAACAAATTTCACAAATCTAGAACTCCTGTAAAATCTC
Q  L  K  K  A  D  L  F  K  N  L  L  K  E  Q  K  N  K  F  H  K  S  R  T  P  V  K  S  R
GTGTTAGAGAGAGATAGAATAACTTGTAAAATAAATGGGGAGAATATTACTTACAAAATAAAACTAGTATAGAATTTGATCCTAA
  V  R  E  R  Q  N  N  L  Q  N  K  W  G  E  Y  Y  L  Q  N  K  T  S  I  E  F  D  P  K 
AAATGTTTTTATATAAGAAAACTAAGATGTAGAGTAGAAGGAAGAAACTATTAAGCAGCTCCCAAGTGAATTAAATTAGAACTAA
 N  V  F  I  Q  E  N  Q  D  V  E  Q  K  E  E  T  I  K  Q  L  P  S  E  L  N  Q  N  Q  
AAGCCTAAATAGCAATAGATTTAAAGTATTTATTCAAATACAAACAAAAACGCTAGCAATAGACCTAAAACAATTAAAGAATTAC
K  P  K  Q  Q  Q  I  Q  S  I  Y  S  N  T  N  K  N  A  S  N  R  P  K  T  I  K  E  L  P
CCAGTTAGGTTACAGAAGTCGAAGAAAGCTCATTAACTAGTAGCATGAAGCCTGGATCTTAGTGTATCAATTAGACATTAGACTT
  S  Q  V  T  E  V  E  E  S  S  L  T  S  S  M  K  P  G  S  Q  C  I  N  Q  T  L  D  F 
TAATAAAGACTCTGGTAATGTCGAAGAGATTAATCAAAGAATTGGTTAATTGATGTAAATGATGCCTTTAAAAAAAGAAATTCCT
 N  K  D  S  G  N  V  E  E  I  N  Q  R  I  G  Q  L  M  Q  M  M  P  L  K  K  E  I  P  
AAATAGAATTAAAGTTTAAAGTAAACACCTATAAGAGAAATGAGTTAATAAAGCAGAGTTTAAACAGCAAACATAAAAAAATTTG
K  Q  N  Q  S  L  K  Q  T  P  I  R  E  M  S  Q  Q  S  R  V  Q  T  A  N  I  K  K  F  G
GTAACAGAAGAGTATTGAGGTACAATAGTAATGAAAACTAAACTGTGAGTAATTTTTACTAAGCAAAAGAAGATAACTTTTTTGA
  N  R  R  V  L  R  Y  N  S  N  E  N  Q  T  V  S  N  F  Y  Q  A  K  E  D  N  F  F  D 
TAAAAGTGGTTAATAGAATTTATATAATTATAATTAAAATGTAAGTAAATCTCATGATTTTTATAGCAAATGCTCATTGTCGAGT
 K  S  G  Q  Q  N  L  Y  N  Y  N  Q  N  V  S  K  S  H  D  F  Y  S  K  C  S  L  S  S  
AATAAATTAATTAATAGCAGAGAATAATTAAATGAATAGTCCACTATCAAAGATTAGCAAATTAAGTTAAATACTTTAAGTTATT
N  K  L  I  N  S  R  E  Q  L  N  E  Q  S  T  I  K  D  Q  Q  I  K  L  N  T  L  S  Y  S
CTACAATAAATTAGCCAAGAGAAGAATAGAGTTTAAAGGTTCAAAATTCTATTAAGCATTAGGAGTCAAAAGAAAGTTTTTAGGT
  T  I  N  Q  P  R  E  E  Q  S  L  K  V  Q  N  S  I  K  H  Q  E  S  K  E  S  F  Q  V 
CAACAAAGAAATATTATTAACTAAGTAAGTTTCTATAGAGGAGCAACATAAAAAACCTATAATATCTTAAGATTAAAATAATGGA
 N  K  E  I  L  L  T  K  Q  V  S  I  E  E  Q  H  K  K  P  I  I  S  Q  D  Q  N  N  G  
AATCATTCAGAAAATAATGTATAAAATATATAAGAAACTATCAAAATTTAACAAAAAAACACACTTAAAAGAAAAATAAATTTCA
N  H  S  E  N  N  V  Q  N  I  Q  E  T  I  K  I  Q  Q  K  N  T  L  K  R  K  I  N  F  T
CAAATAAGCCAATTTATATAAATTATTAAGATTAAAAAATGCTTACAGAAGGTGACCAAATTGAATATGAAAATCCAGATTTGAA
  N  K  P  I  Y  I  N  Y  Q  D  Q  K  M  L  T  E  G  D  Q  I  E  Y  E  N  P  D  L  K 
ACAAACTATTAAGGTGTAAGAAATGATGATTTAAGAGTAAAAATTAAAGTAACAGCTAAGTATTCTGCGATCTCAAGGTGATAGA
 Q  T  I  K  V  Q  E  M  M  I  Q  E  Q  K  L  K  Q  Q  L  S  I  L  R  S  Q  G  D  R  
GTTAATAAATTAGACAAACATTTTTATTATAATGATGAAGGAAACAGCTTTTAGTCTTAGAGGGTAACTCCTTTTACAAAAGAAA









  R  R  E  T  Q  T  P  V  L  R  K  N  Y  S  S  L  T  P  V  N  N  S  N  Q  K  N  Q  T 
AAACTATTAAACAATAAATAATACAAATGTGTACGATATATAAAACGAAGCTAATCACTATAGCAATTAAGAAAGATAGTTTTAA
 N  Y  Q  T  I  N  N  T  N  V  Y  D  I  Q  N  E  A  N  H  Y  S  N  Q  E  R  Q  F  Q  
AATGCTATATCCATAGAGAATAATTAAAAGATTGAAAATAATAATGATTAATATTACAATTAATCTATTCAGACTTTAAATAATA
N  A  I  S  I  E  N  N  Q  K  I  E  N  N  N  D  Q  Y  Y  N  Q  S  I  Q  T  L  N  N  N
ACTAATCCACTATTTCTACATTGGCAAAAACTAACAATTAGTAATAAATTATCAGATAAAATATATCTAACAAATTATAGAATCG
  Q  S  T  I  S  T  L  A  K  T  N  N  Q  Q  Q  I  I  R  Q  N  I  S  N  K  L  Q  N  R 
CACACCTATTCCTAAAAGAACAACAGATAATTAAAATGAAATCAAAAATCTTTCTAAGTCACCAATCAACAATAAAAAAACTATT
 T  P  I  P  K  R  T  T  D  N  Q  N  E  I  K  N  L  S  K  S  P  I  N  N  K  K  T  I  
ATTGTCAGAGATAATTTATCTCCTCATTAACGAATTTATGTCTAGCAGGGTTAAATGTCAAATTAAATACTTTAAAATAAAACTA
I  V  R  D  N  L  S  P  H  Q  R  I  Y  V  Q  Q  G  Q  M  S  N  Q  I  L  Q  N  K  T  N
ATCAAAATATAACCTTGTAATAGCCTAGTTATTAAAATGAAGAAAATTTATATAATCAAACCTTCTCAGAAAATTTTAACAATTA
  Q  N  I  T  L  Q  Q  P  S  Y  Q  N  E  E  N  L  Y  N  Q  T  F  S  E  N  F  N  N  Q 
GCAAAGCTTTAGTAATTTTGAATAAGAAATTTCTGAAGATTAAGAAATGTAAATATCTTTACTAAAACATtaatttgataacatc








                    M  I  N  K  F  Q  K  H  F  V  D  S  Q  A  R  F  G  L  E  F  I  S 
TAGAAAATATTTTAGTTTCAAAAAGATAGACCTTAATATAAAGAAATAAGAATAAAACAAGGAATTTGATTTCTTTGTTATTGGA
 R  K  Y  F  S  F  K  K  I  D  L  N  I  K  K  Q  E  Q  N  K  E  F  D  F  F  V  I  G  
GGAGGATCTGGAGGATTAGCTGCAAGTAAAGAAGCAGCTCAATTAGGTGCTAAAGTTGGATTGGCAGACTATGTTGCTCCCACGC
G  G  S  G  G  L  A  A  S  K  E  A  A  Q  L  G  A  K  V  G  L  A  D  Y  V  A  P  T  P
CAATTGGTACATCTTGGGGTTTAGGTGGGACTTGTGTAAATGTTGGTTGTATTCCTAAAAAGTTAATGCATATTGCTGCATAATA
  I  G  T  S  W  G  L  G  G  T  C  V  N  V  G  C  I  P  K  K  L  M  H  I  A  A  Q  Y 
CGGTGAAAGTTATGAATAGTAAGAAATATCTGGATGGAATGTAAACAGATAGTCAATTCAAAATAATTGGATTTAGCTAGTACAT
 G  E  S  Y  E  Q  Q  E  I  S  G  W  N  V  N  R  Q  S  I  Q  N  N  W  I  Q  L  V  H  
AGAATTTAAGAAAATGTTAAAAGAACTAACTTTGGTTACAGAGTATCTTTAAGAGAAAATAAAGTCACTTATTTTAATTCCTTAG
R  I  Q  E  N  V  K  R  T  N  F  G  Y  R  V  S  L  R  E  N  K  V  T  Y  F  N  S  L  A
CAACTATTATTGACTAAAACACTATTAAGCTTTAATCAGGTGAATAGCTTAAAGACGCTATTTATGTGAAAGCAAAATAAATTCT
  T  I  I  D  Q  N  T  I  K  L  Q  S  G  E  Q  L  K  D  A  I  Y  V  K  A  K  Q  I  L 
GATAAGTGTAGGTGGAAGACCAAATTATTTACCACATATTGATAGAAATCTCGTAATTACTTCAGACGATCTATTTAGCTTGACT
 I  S  V  G  G  R  P  N  Y  L  P  H  I  D  R  N  L  V  I  T  S  D  D  L  F  S  L  T  
AAACCTCCAGGtagctttttttaatttaatataaattttaaataaatttttaattaaatttaggCAAAACTCTTATTGTTGGAGC
K  P  P  G                                                       K  T  L  I  V  G  A 
TTCTTACATTGCACTAGAATGTGCAGGGTTTTTAAATGGACTTGGGTACGATGTTACAGTTCTTTACAGAAACAAAATTTTAAGT
 S  Y  I  A  L  E  C  A  G  F  L  N  G  L  G  Y  D  V  T  V  L  Y  R  N  K  I  L  S  
GGATTCGATTAAGATGTGGCTTAAAAATTATAAGAATATATGAGCTATCATGGAGTTAAATTTGTAAAAGATGAAATTAAGCATA
G  F  D  Q  D  V  A  Q  K  L  Q  E  Y  M  S  Y  H  G  V  K  F  V  K  D  E  I  K  H  I
TATCAACCCACAACGAAAGCTAAAGAGAAGTTACTTTTAATTTTGGTGGATAAAAGGAAATATTCGATACAGTTATGTTAGCTAT
  S  T  H  N  E  S  Q  R  E  V  T  F  N  F  G  G  Q  K  E  I  F  D  T  V  M  L  A  I 
TGGCAGAGTTCCAAACACTTAAAGTCTAGGTTTAGAAAATGTTGGAGTTAAATTATCTAAAAATAGAAAAATACTAGCTGATCAA
 G  R  V  P  N  T  Q  S  L  G  L  E  N  V  G  V  K  L  S  K  N  R  K  I  L  A  D  Q  
AAGGATTAAACATCTGTAAGCAATATATTTGCAATAGGAGATGCTGTTGAAGGtaacttattagctttagtttatttttaaaata
K  D  Q  T  S  V  S  N  I  F  A  I  G  D  A  V  E  G                                 
aataattttatttaataataggGAGAATGGAATTAACACCTGTGGCAATAAAATAAGGGAGATTTTTGGCTTAGAGACTTTTTAA
                       R  M  E  L  T  P  V  A  I  K  Q  G  R  F  L  A  Q  R  L  F  N 
CAATTAAAATGAACTTGTAGATTATAACACTATCCCAACAACTATATTTACACCTTTAGAATACTCTTGTATAGGATTGAGTGAA
 N  Q  N  E  L  V  D  Y  N  T  I  P  T  T  I  F  T  P  L  E  Y  S  C  I  G  L  S  E  
GAGCAAGCAATTTAAAAGTTTGGATAAGAAAATATTTGGTGTTATGTTTCTAAATTCAAACCTCTAGAATGGACTTTTTCTGAAA
E  Q  A  I  Q  K  F  G  Q  E  N  I  W  C  Y  V  S  K  F  K  P  L  E  W  T  F  S  E  K
AAGACAATAAATCAAGAGGATACTGTAAACTAATAGTAAATAGATAAGATAATGAAAGAATTATAGGCTTACATTATTTAGGTCC








 N  A  A  E  V  A  Q  G  Y  A  V  A  F  Q  M  G  A  T  K  R  D  F  D  K  T  I  A  I  
CATCCTTCCTCTAGCGAAGAATTTGTATTACTTAAGTAAATTAAGGGCATATCTGAGACAGAAGAGTGGTTGTGTTGTGgttgat








                              D  S  F  K  N  R  V  Q  Q  F  R  V  N  R  N  I  I  F  I
TTCAATAAAGTATTGAGAGAGATACAAATAAGCGAATGGCAGAATTCACTTACCATGATTATCTCTTGCACAAAGTTGTCTAACC
  Q  Q  S  I  E  R  D  T  N  K  R  M  A  E  F  T  Y  H  D  Y  L  L  H  K  V  V  Q  P 
TTATTCAATAAGAGGTTAAAACAGTGAAAGCGCTAACTTAAAGAGAAATATACCCCTTTATATGACTAGATAAGCAGGGAAAGTG
 Y  S  I  R  G  Q  N  S  E  S  A  N  L  K  R  N  I  P  L  Y  M  T  R  Q  A  G  K  V  
CGCGAATAGCATTAAGTTGAATCAAAAAACATAGTTACTAAATAGGCTGTTTAACCACCCCAGGTTTTTCTTGATTCTTAGTTTG
R  E  Q  H  Q  V  E  S  K  N  I  V  T  K  Q  A  V  Q  P  P  Q  V  F  L  D  S  Q  F  E
AAAAACTTTAGCAATAGCAAGAAGGTTTATATCATAGAAAGCCTGGTATAGATACTAATATAGGGATGAATAGGACAGTGAAATC
  K  L  Q  Q  Q  Q  E  G  L  Y  H  R  K  P  G  I  D  T  N  I  G  M  N  R  T  V  K  S 
TATTTTTTAAAATGATGATTTTAGTGATAAAAATGATCCTATTTTCAAAAACATTAGAAATAGGATTTAAAATGAAAAATATGTT
 I  F  Q  N  D  D  F  S  D  K  N  D  P  I  F  K  N  I  R  N  R  I  Q  N  E  K  Y  V  
GATGATTTTTATGTCTTAACAGAAGGAGCACGTCCTAGAAACACTCAAAAAGAAGAAAAACTATCAATTGAAAAAGAGATTAAGA
D  D  F  Y  V  L  T  E  G  A  R  P  R  N  T  Q  K  E  E  K  L  S  I  E  K  E  I  K  T
CTGTTTTGCAAGAAAAAGTTAATGAAGACTAACTTAAAAAGCTTTACAGAAAGTACGTTTTAGAAACCATGAAAAAAAATATTGC
  V  L  Q  E  K  V  N  E  D  Q  L  K  K  L  Y  R  K  Y  V  L  E  T  M  K  K  N  I  A 
TCTGGAAAAGAAAATGAGGATgtttgaaaagtgatttatttttatgcaatatttattctaaaaagatgtttaatttttttattta
 L  E  K  K  M  R  I                                                                 
aaacttagAGAGCATGAAGTTAAAATTGGTTCGTTGCAATTAATTGACAACAGGAAAAGTTCATTAAAAAATGTTCCTGAAGATT
         E  H  E  V  K  I  G  S  L  Q  L  I  D  N  R  K  S  S  L  K  N  V  P  E  D  Q
AACAAATAATAGGAAAGTCAGCAAGTATGGCTGCTATAAATGGTACTCACTCTCTTGTCTTATAGAATTCTTTTGAATAAAATCA
  Q  I  I  G  K  S  A  S  M  A  A  I  N  G  T  H  S  L  V  L  Q  N  S  F  E  Q  N  Q 
GAAAAGCAGAAAACTGGAGTCTTTTATAGACCCTTCTAAGGTTTTTGGGCAAGAAACAATGTCTTAACTAAAAGATCTTGAATAA
 K  S  R  K  L  E  S  F  I  D  P  S  K  V  F  G  Q  E  T  M  S  Q  L  K  D  L  E  Q  
GACAGACCAAACCAAAATAAAAATAAATTGCAATAATCTAAATAGGCTATTAATTTTAAGTAGAGACTAAGTGGATTAAAGTTAG
D  R  P  N  Q  N  K  N  K  L  Q  Q  S  K  Q  A  I  N  F  K  Q  R  L  S  G  L  K  L  D
ATTTTTCTAACAAACCATAAATGAAAGAAACATCAAAGTAAACTTgtaagaatataaaattagttttttctaattttaataatta
  F  S  N  K  P  Q  M  K  E  T  S  K  Q  T  Q                                        
atgcatactattaataatcactttttctgaaaaaaaaaatattcaattcagtaaaaaaatggacttttttataaaaaataaatta
aattaaacatattttaacattgctttaatttttaaaaataataaagAAGAAGCAAGCTCCTAAATAAGCTCATTTTAAACTCCTA
                                                E  A  S  S  Q  I  S  S  F  Q  T  P  I
TTGCTGCAAATAATTTTTAAAGCTATATATAAAAGCAGGATTCATTTGAGCATGATGAGGAAGAAACTGTTGAACAGTATTAAAT
  A  A  N  N  F  Q  S  Y  I  Q  K  Q  D  S  F  E  H  D  E  E  E  T  V  E  Q  Y  Q  M 
GAAATAACTACAAAAACTTTAGGAAATAAATAAAAAGTAACAACAATACAAATACAATAATAAAGAAAGTGAGAAAGCTCATATA
 K  Q  L  Q  K  L  Q  E  I  N  K  K  Q  Q  Q  Y  K  Y  N  N  K  E  S  E  K  A  H  I  
AAAAATTTATGTAATTACTTCGATCTAAGCTTGCAAAAACTGCTTAATTTAGAAGATAAAAAGCAATgtaaatttagtacaaatg
K  N  L  C  N  Y  F  D  L  S  L  Q  K  L  L  N  L  E  D  K  K  Q  Q
ttatgctctttttttcaagattttattttataaatagtgaagcagaataatgtgaaaaaattagcagaaattactttagAGAGTG
                                                                                 S  E
AAGGAGATTCTGAATAAGAAGAACATTTTGATGATATTGAAGGATTAGATGATGATAGTATGATAATCGATAAGAATGACAATAC
  G  D  S  E  Q  E  E  H  F  D  D  I  E  G  L  D  D  D  S  M  I  I  D  K  N  D  N  T 
CTAAGATTTAGGAGGCAGCTAGCAAAACTAGCAGGAAAAATTTAAGATAAACAAGGAGCTAATATAGTGCAAATAAAGAGAAGAA
 Q  D  L  G  G  S  Q  Q  N  Q  Q  E  K  F  K  I  N  K  E  L  I  Q  C  K  Q  R  E  E  
GAGGTGTTATTTGAAAGAATAAAGTATGAAAATGAATAAAATATCATAAATGAATAGGATGAAAAGCTAATTAAAAGTATAATTA
E  V  L  F  E  R  I  K  Y  E  N  E  Q  N  I  I  N  E  Q  D  E  K  L  I  K  S  I  I  N
ATTTAGAAAATAAGCAAGCAATATTCTAGAAGTATGTCCAAAAAAAGAAAAGGCAACTCTAATTATAAAATTTGCTCAACTTAAA









 E  Q  Q  M  K  K  Q  F  Q  N  S  V  F  T  S  S  S  P  F  K  S  K  Q  T  Q  N  T  K  
CAGAGTGAATTAAAAAACTAATCAATTTAAAGTTTATCTAACATGAAAATCTAGAATGAAATTTCTCAACCAGAAGACTTTGTTA
Q  S  E  L  K  N  Q  S  I  Q  S  L  S  N  M  K  I  Q  N  E  I  S  Q  P  E  D  F  V  K
AAACTAATGTTTAGCTAGGAAGATAAACATCATATAAAATGTAAAATGGAAAACCTGTGCATGAATAGTCTGTTATTTCCTTTTT
  T  N  V  Q  L  G  R  Q  T  S  Y  K  M  Q  N  G  K  P  V  H  E  Q  S  V  I  S  F  L 
AAAATCAGATCTTAAAATATTAGATTCACCAAAGTCTAAAATTTATAAACCTTTTAACAGAACAACAAAGCAATAGGATTTAATT
 K  S  D  L  K  I  L  D  S  P  K  S  K  I  Y  K  P  F  N  R  T  T  K  Q  Q  D  L  I  
ACTTAAGGAAGTGATACTTCTTCTAAAAAGTTAAATCTTGTAAGATTAACTTAACTATCAGCTCCAAAATATGCTAATTAATAgt







                                                       F  M  D  Q  V  T  R  K  D  S  
TTTGACTTGTTTAGTACCTAGGCCACATCAGGAAGAAAACCTTTTTATAGTACTAATTACTCAACTTTAAAGAAAAATAAAGATA
F  D  L  F  S  T  Q  A  T  S  G  R  K  P  F  Y  S  T  N  Y  S  T  L  K  K  N  K  D  R
GAAATATTAGCAAAAGTTAACAAATAGATTTTTACACTTAAAAAAAAATAAACTAGGCTGAAATTGATTAAATGAAATTAAATTT
  N  I  S  K  S  Q  Q  I  D  F  Y  T  Q  K  K  I  N  Q  A  E  I  D  Q  M  K  L  N  F 
TTTAAACTTTTTTGATAGCTGTTTTGATAAAAAGCATTAATTTGAAGAAGAAAAATAGAAACTTAGACTTGAAATAAGTGATTGG
 L  N  F  F  D  S  C  F  D  K  K  H  Q  F  E  E  E  K  Q  K  L  R  L  E  I  S  D  W  
TATTGCCAAAATTAATAACAACTCACAAAGTTGTCAAATTATACAGGCCCGAAGCTATCTACTCTTTCTTAAGAGTTCAAGTAGT
Y  C  Q  N  Q  Q  Q  L  T  K  L  S  N  Y  T  G  P  K  L  S  T  L  S  Q  E  F  K  Q  F
TTATTGAATAAAAGAACTTTAAAAAGAAGCTATTTAACTATTTAATAAACACAATGGAATAAAAAGATAGACAAATGGCTATTTA
  I  E  Q  K  N  F  K  K  K  L  F  N  Y  L  I  N  T  M  E  Q  K  D  R  Q  M  A  I  Y 
TTTATATAAATAAGATAGATAATTAGATGACTTATGA
 L  Y  K  Q  D  R  Q  L  D  D  L  Stop
Figura 28A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtTrxR5 (TTHERM_00723630). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestran en azul y en 
minúsculas. Las regiones sombreadas en amarillo y rosa indican los cebadores utilizados para la RT-PCRq. 
Los codones de inicio y final están sombreados en verde y rojo respectivamente. Sombreado en amarillo se 
resaltan los cebadores (P1A/P1B en Figura 67) utilizados para amplificar la región con homología de TrxR (re-
gión sombreada en gris) y en rosa los cebadores (P2A/P2B en Figura 67) utilizados para amplificar la región 
sin homología reconocible. En rojo se indican dos codones; atg y tga, posibles codones de inicio y fin de la 








M  Q  Q  Q  Q  Q  Q  E  Y  Q  Y  D  Y  F  V  I  G  G  G  S  G  G  Q  A  S  A  K  E  A
CAGCTTCTTTTGGAGCTAGAGTTGGATTAGCAGATTTTGTAAAGCCTAGTCCATAAGGATCAACTTGGGGTTTAGGAGGtaaata
  A  S  F  G  A  R  V  G  L  A  D  F  V  K  P  S  P  Q  G  S  T  W  G  L  G  G       
aacaaataataagattcaaaaatggcaaaattaagtaatttgtaaattaataacaaataaaaggAACTTGTGTAAATGTTGGATG
                                                                 T  C  V  N  V  G  C 
TGTGCCAAAGAAAATGTTCCACTATGCTTCTGAATTCGGAGATATTTTAGAGCACTAAAGAAATGCTGGTTGGGAAGTTCCACAT
 V  P  K  K  M  F  H  Y  A  S  E  F  G  D  I  L  E  H  Q  R  N  A  G  W  E  V  P  H  
AACATCAATCATAACTGGAGTACTTTAGTAAATAAGGTTTAGACATACATCAAAAGGTTGAACGGCATTTATATGGATGCTTTGA
N  I  N  H  N  W  S  T  L  V  N  K  V  Q  T  Y  I  K  R  L  N  G  I  Y  M  D  A  L  K
AAGACAAAAAAGTCACTTACTATAATGCTTTTGCCTCTCTGAAGGATAAAAACACTATTTAAgtaaaaatttttatttcttttta






                                                                       L  E  D  I  N 
TGGAAATAAGACAGAAGTTACAAGCAAGTATATCTTGTTAGCTCTTGGAGGAAGACCAAAATACTTAGACGAAATTCCAAATATT
 G  N  K  T  E  V  T  S  K  Y  I  L  L  A  L  G  G  R  P  K  Y  L  D  E  I  P  N  I  
AGAGAATTAGCAATAACTTCAGATGATATTTTCTTTTAAAATACTCCTCCAGGAAAAACACTTGTTGTTGGTGCTTCTTATGTTG
R  E  L  A  I  T  S  D  D  I  F  F  Q  N  T  P  P  G  K  T  L  V  V  G  A  S  Y  V  A
CTCTAGAGTGTGCAGGATTTTTGAATGGCTTAGGTTACGATGTGACTGTTCTTGTCAGAAGTAAAGTTCTTGCTAATTTTGATTA
  L  E  C  A  G  F  L  N  G  L  G  Y  D  V  T  V  L  V  R  S  K  V  L  A  N  F  D  Q 
GGAGTTTGCTCAAAAGGTTAAGTTATTTATGTAGAAGCACGGAGTTAAATTTATCGAAGGTGCTGTTCCCACAAGTATTAAGTTA
 E  F  A  Q  K  V  K  L  F  M  Q  K  H  G  V  K  F  I  E  G  A  V  P  T  S  I  K  L  
TCTGAATAAGGCTAAGATCTTAAACACGTAGAGTATAAGAATACTTAGACAGGTGAACTTGTTGGTaaaataaatacatttaaag
S  E  Q  G  Q  D  L  K  H  V  E  Y  K  N  T  Q  T  G  E  L  V  G                     
attcaaaaatctattttctttttactttaatttaaaattctaaaatccatttgctttaatttaggtTAAGATCACTTCAAAACAG
                                                                  Q  D  H  F  K  T  V
TTTTAATTGCAGTTGGTAGAGGAGCTTAAACTAAGGGCGTTAACCTTGAGTAAGTTGGAGTTTAGTTGACAAAAGACGGAAAGAT
  L  I  A  V  G  R  G  A  Q  T  K  G  V  N  L  E  Q  V  G  V  Q  L  T  K  D  G  K  I 
TGTCTGTGATGATAGTGATACTACTGCTATCCCAAACATTTTCTCAGTTGGTGATTGTGTTGAAGGTAGACTTGAGTTAACTCCT
 V  C  D  D  S  D  T  T  A  I  P  N  I  F  S  V  G  D  C  V  E  G  R  L  E  L  T  P  
ACTGCTATTAAAGCTGGAAGAATGCTTGCTCGTAGACTTTTCAACAACTAAAAGTAACTCATGCAATACCACAATGTCCCTACTA
T  A  I  K  A  G  R  M  L  A  R  R  L  F  N  N  Q  K  Q  L  M  Q  Y  H  N  V  P  T  T
CCATATTTACTCCTTTGGAGTTTGGTACTGTTGGTTTGTCTGAAGAATAAGCTGCTAAAAAgtaacaaataactattaatttatt
  I  F  T  P  L  E  F  G  T  V  G  L  S  E  E  Q  A  A  K  K                         
aaaaattataacattttcatttaatttagATATGGCAAAGATAACTTAAATATTTGGATTTCTACATTTAAACCAATGGATTGGT
                              Y  G  K  D  N  L  N  I  W  I  S  T  F  K  P  M  D  W  Q
AATATTCTGTTGCAAAGTAAGATGACAGAGCTATTTGCAAGCTCATCACTGTTAAAAATGACAATGATAAAGTTATTGGTCTCCA
  Y  S  V  A  K  Q  D  D  R  A  I  C  K  L  I  T  V  K  N  D  N  D  K  V  I  G  L  H 
CTACATAGGTCCTTAAGCTGCTGAAGTCACCTAAGGTTTCGCAGTTGCCATCCAGATGGGTGCTAATAAGGAAGACTTTGACAAT
 Y  I  G  P  Q  A  A  E  V  T  Q  G  F  A  V  A  I  Q  M  G  A  N  K  E  D  F  D  N  
ACAGTTGCAATCCATCCTTCCTATGCCGAAGAGTTTGTACTTTTAAGAACACCAAGACTCTGA
T  V  A  I  H  P  S  Y  A  E  E  F  V  L  L  R  T  P  R  L  Stop
Figura 29A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGR1 (TTHERM_01222600). La secuencia aminoací-
dica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestran en azul y en minús-
culas. Las regiones sombreadas en amarillo localizan los cebadores utilizados para la PCRq. Los codones de 









M  N  K  A  I  L  A  G  V  G  L  L  A  A  D  F  I  T  S  H  I  R  R  K  I  V  N  K  Y
ACTAAGATAGAAATGAAGATTTATAGAGGGTAGAATTTGAACCTTTGAGCAATTTTAAGAAAAGTTTGAAAAAATAAAATTTGAA
  Q  D  R  N  E  D  L  Q  R  V  E  F  E  P  L  S  N  L  Q  E  K  F  E  K  I  K  F  D 
TTTCTATAATATTGATGGTGTTAAATGGTGTGGATATTTGCTCGGATTTTGCTATGATAACTATTGGATTGATGGAGCTGGATAT
 F  Y  N  I  D  G  V  K  W  C  G  Y  L  L  G  F  C  Y  D  N  Y  W  I  D  G  A  G  Y  
AGAATATCAGAAAATAAATTCAAATAAATAATTTAAACTACCCATGAACTCCACAATATGTGCCTATAAGCAACTGATGAAGCTA
R  I  S  E  N  K  F  K  Q  I  I  Q  T  T  H  E  L  H  N  M  C  L  Q  A  T  D  E  A  I
TTAAAGATGATGAGATTTTACAAAACGTATTCGATATTCCTCAAGATATGATTCCAATTATAAGAAAGTCATGGTAAGATAGATA
  K  D  D  E  I  L  Q  N  V  F  D  I  P  Q  D  M  I  P  I  I  R  K  S  W  Q  D  R  Q 
ACTAGATCTATTAGCTCGCTACGATTTTCTTTTAGGCAAAGAAGGAGAATTATACTTTTTAGAAGTTAATGGAGATACTCCATCC
 L  D  L  L  A  R  Y  D  F  L  L  G  K  E  G  E  L  Y  F  L  E  V  N  G  D  T  P  S  
AGTATTATTGAAGCAGGTCCTGCATAAAAAATATGGGCAGAAGAGTTTAAGCTACTCTAATTTAATAATATAGAAAATTAAATAA
S  I  I  E  A  G  P  A  Q  K  I  W  A  E  E  F  K  L  L  Q  F  N  N  I  E  N  Q  I  K
AATTAGGTTTTCAAAATATTTTATAATAAAACAAGAAAACAAAGCTTTTAATGTTCTAAAATTAAGATCTTGAGGATAAATGTAC
  L  G  F  Q  N  I  L  Q  Q  N  K  K  T  K  L  L  M  F  Q  N  Q  D  L  E  D  K  C  T 
ATTTAGTTATTTGAATTCAATATTGGAGCCATTCTTACAGGCTAAAATTGAGTGTCAAAATATCGAATCAATAGATGAATGCTTA
 F  S  Y  L  N  S  I  L  E  P  F  L  Q  A  K  I  E  C  Q  N  I  E  S  I  D  E  C  L  
GAAAATGAATTAAAATAAGATAGCTTTAAAAAAAGTATTATCTGGAGATAATATCCTTTTGAGTGGCTTGCATCTGAAACAACCA
E  N  E  L  K  Q  D  S  F  K  K  S  I  I  W  R  Q  Y  P  F  E  W  L  A  S  E  T  T  R
GAAGTTACTTTACTGATCCTAAGTTTTACAATATTAATTCTCAGACTATGATTGAACCTCCTTGGAAAATAGTTATGTCCAATAA
  S  Y  F  T  D  P  K  F  Y  N  I  N  S  Q  T  M  I  E  P  P  W  K  I  V  M  S  N  K 
AGCTATAAGTGCTTTACTGTATTAAATGTTTCCCTCCAATCCTCACTTAATTAAGTCTAGCCTAGAGCCTTTGGGTGAGAATGAA
 A  I  S  A  L  L  Y  Q  M  F  P  S  N  P  H  L  I  K  S  S  L  E  P  L  G  E  N  E  
CTTTAGCTATCTAAATAGAAATATGCAAGAGAAGGAGAATATATCAATTACTCTGATAATTATGAATATTTCAAATATTTTTTAA
L  Q  L  S  K  Q  K  Y  A  R  E  G  E  Y  I  N  Y  S  D  N  Y  E  Y  F  K  Y  F  L  I
TTGATTCATATATCAAGTATGTGCATAAGCCAATATTTTAAAAGTTTATTTAAAGCGATCTGCATAAAAACAGATATATTACAAT
  D  S  Y  I  K  Y  V  H  K  P  I  F  Q  K  F  I  Q  S  D  L  H  K  N  R  Y  I  T  I 
AAGTTGCTGGGTAGTTTAAGGAAAACCTTGTAGCGTCATGCTAAGAGAAGATCTTAATCCTATCATAGGAACAGGTAGCTCAGTA
 S  C  W  V  V  Q  G  K  P  C  S  V  M  L  R  E  D  L  N  P  I  I  G  T  G  S  S  V  
GTACCATACTTTATTCAAAGAAAAAATACTGAAGAGGAGCCTATTGAGGTCGAGTTAAAAACAAATAAATAATAATCTGAAATTA
V  P  Y  F  I  Q  R  K  N  T  E  E  E  P  I  E  V  E  L  K  T  N  K  Q  Q  S  E  I  R
GAAAATCTCTTTATGGATTAGAAAGATTTGATTCTAATAATGAAAATATAAAATTAATTGAGAAGGTTACTTTTGAAAATAATTA
  K  S  L  Y  G  L  E  R  F  D  S  N  N  E  N  I  K  L  I  E  K  V  T  F  E  N  N  Q 
ATTTGGCAATTTTAAACAATAAATCATTTAACAAAATAACTGGTCCGAAGGGCAGAAATAAAAAATTATGAATTACAGTGAATTA
 F  G  N  F  K  Q  Q  I  I  Q  Q  N  N  W  S  E  G  Q  K  Q  K  I  M  N  Y  S  E  L  
GAGCTAACTGAGGAATAAATAGAGGTAAAAGACAATCCTTTATTAATAGGTTTTTCTTAATAATTTTAATCATTCCAACCCGGTT
E  L  T  E  E  Q  I  E  V  K  D  N  P  L  L  I  G  F  S  Q  Q  F  Q  S  F  Q  P  G  S
CTACAAATAATTCAATCAATGATCAATAAAATAACACCTCATCAACTACAGGAAGTGGAACCGGTTACTATGGAGGAGGTTCTAG
  T  N  N  S  I  N  D  Q  Q  N  N  T  S  S  T  T  G  S  G  T  G  Y  Y  G  G  G  S  S 
TTCATAATAAAGCAATAAAAGTAGTGGAAATACATAAAGTTAAGCATAGAAATTTAGTAAGCCTTCACCTAAAGCTGGTTCTACA
S   Q  Q  S  N  K  S  S  G  N  T  Q  S  Q  A  Q  K  F  S  K  P  S  P  K  A  G  S  T  
GGAAAGGCTTTTAGTACTCATTCTTGA
G  K  A  F  S  T  H  S  Stop
Figura 30A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGspS2 (TTHERM_00069610). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Las regiones sombreadas en amarillo 









M  F  K  L  R  K  L  K  A  Q  D  F  Q  L  I  S  D  K  V  P  A  T  L  Q  S  I  E  Y  K
AATGCTAAATCATAAATAACATTCTTAATATAAACTTATCCTAAACTTTCATTAGTAAATCAATCAATGAATACTCTTAGACTGT
  C  Q  I  I  N  N  I  L  N  I  N  L  S  Q  T  F  I  S  K  S  I  N  E  Y  S  Q  T  V 
TTACTTTTTCCCAATTGAAGAAGGGGTTTGCTTAGAATCCTTCGAAGCTAAATATGATTAAAAAACCATCAAAGGTATTGTTAAA
 Y  F  F  P  I  E  E  G  V  C  L  E  S  F  E  A  K  Y  D  Q  K  T  I  K  G  I  V  K  
GATAAAACTGAAGCCAAAAAAGAATATCATCAAAACAAGAATTAAGGGAATTTTGTTTCATATGCTCAGACTTAAACTATCAAAG
D  K  T  E  A  K  K  E  Y  H  Q  N  K  N  Q  G  N  F  V  S  Y  A  Q  T  Q  T  I  K  D
ATCAAGATTACTGCAAAATTCTATTAGGAAACTTACCTCCAAATAAACATGTAGAAATAACTCTCGTTTTTACTTAATAGTTAAG
  Q  D  Y  C  K  I  L  L  G  N  L  P  P  N  K  H  V  E  I  T  L  V  F  T  Q  Q  L  S 
CAGTATGTTAAATAAGTATTTTATTGCTAATATTCCTCTGATATACTGCGAAGATGAAGTTTCAGCTAAATTAGGTAAGAATGCC
 S  M  L  N  K  Y  F  I  A  N  I  P  L  I  Y  C  E  D  E  V  S  A  K  L  G  K  N  A  
TTAACACTTGATCTATTCTGCACAGGTAAAATCTCTTATGCAGAGTCTAGAGGCTATCCAGTAGAAAAAATAATGATTGATGATA
L  T  L  D  L  F  C  T  G  K  I  S  Y  A  E  S  R  G  Y  P  V  E  K  I  M  I  D  D  N
ACACTGCAAGATTTAATCTAAGTCATGCTCTTTTGTAGAAAGACATAGATTTCTAGCTTATATTTTCTTATGAAGGTATGTTTGA
  T  A  R  F  N  L  S  H  A  L  L  Q  K  D  I  D  F  Q  L  I  F  S  Y  E  G  M  F  D 
TCCTCAAGTAATTCTAGGATCTAGCAAAATATTTCACTAAGACTCAGTTAAAAGCGCTATCCTTCCTGTAAGTCACTCTGCAATG
 P  Q  V  I  L  G  S  S  K  I  F  H  Q  D  S  V  K  S  A  I  L  P  V  S  H  S  A  M  
GTTTCATTTGTTCCTAATTTCAATGAAGAAATAACAAAAGAAATAGATGACACTATTAGAGCTGCAATAAATAATGGAGATAATA
V  S  F  V  P  N  F  N  E  E  I  T  K  E  I  D  D  T  I  R  A  A  I  N  N  G  D  N  I
TCCTAAGTGATGAATTTTAACAAAAATTAAACTAAGAATTAGTTGATCACTTGAATTCTTCAAGAAGTGAATTTATCTTCCTCTT
  L  S  D  E  F  Q  Q  K  L  N  Q  E  L  V  D  H  L  N  S  S  R  S  E  F  I  F  L  L 
GGATAGAAGTGGATCAATGAGTGGCTAACCTATTGATAGAGCTTGTCAAGCTCTTACATTATTCTTAAAAAGTCTTCCAACTGAT
 D  R  S  G  S  M  S  G  Q  P  I  D  R  A  C  Q  A  L  T  L  F  L  K  S  L  P  T  D  
AGCTACTTTAATGTTATCAGCTTCGGTTCGAGTTTCAAATTACTATTTCCTCAATCAGAAAAGTACAATAGTTAAAGTTTGGAAA
S  Y  F  N  V  I  S  F  G  S  S  F  K  L  L  F  P  Q  S  E  K  Y  N  S  Q  S  L  E  K
AAGCCATTTCAAATATCAGTAAATATAAAGCTGACTTAGGTGGAACTGAAATTTATAAACCATTAAAAAATGTATTTGTACAAAA
  A  I  S  N  I  S  K  Y  K  A  D  L  G  G  T  E  I  Y  K  P  L  K  N  V  F  V  Q  N 
TAAGATTCAAGGATATAACAAACAAGTATTCTTATTGACTGATGGTGAAGTAGATTCGCCTGAATAAGTTATAAGTCTTATTAGA
 K  I  Q  G  Y  N  K  Q  V  F  L  L  T  D  G  E  V  D  S  P  E  Q  V  I  S  L  I  R  
AAGAATAACAAGTTTAGTAGAGTTCATTCTATTGGTTTTGGTTCAGGAGCAGACTAGTATTTAATAAATTAGAGTGCAATAGCAG
K  N  N  K  F  S  R  V  H  S  I  G  F  G  S  G  A  D  Q  Y  L  I  N  Q  S  A  I  A  G
GGAAAGGTATTTCAAAAATTGTTGACCTTAAATGTGATTTATCTGAAGTTATAATTAATATGCTCTCTATGTGTATAACTCCCAC
  K  G  I  S  K  I  V  D  L  K  C  D  L  S  E  V  I  I  N  M  L  S  M  C  I  T  P  T 
ATTTGATGATTTCAGTATTATGTATGATAAATCCGTTTTCGAATCTACATATCCTTCTAGCACAAATTTTCCTTGCGTTTTCAAG
 F  D  D  F  S  I  M  Y  D  K  S  V  F  E  S  T  Y  P  S  S  T  N  F  P  C  V  F  K  
GATGAAATAATTAATATTCATTTCTTTTTCAAACCTCTAGTAGATTTGGCAAGCTTGACTGATGAATAGAAAAGAATTTAGATTG
D  E  I  I  N  I  H  F  F  F  K  P  L  V  D  L  A  S  L  T  D  E  Q  K  R  I  Q  I  E
AATATTACGACTCTCGCAAAAAACAAAAAATTTAGAAAGAAATAAAGCTCGAGATGTAAGACAGCTTTACATGTAATCCTCAACT
  Y  Y  D  S  R  K  K  Q  K  I  Q  K  E  I  K  L  E  M  Q  D  S  F  T  C  N  P  Q  L 
ACAATAGTCTGTTTTTAAAATTGGAAAATAATTGTATTTGAATGAAAATCTTTCATTATAAAATGATAATAGTTAATAATTAGTT
 Q  Q  S  V  F  K  I  G  K  Q  L  Y  L  N  E  N  L  S  L  Q  N  D  N  S  Q  Q  L  V  
TAGTAAGCTATCGACTACCAGCTTCTTACTCAAAGAACAGCTTTGATATGCGTAATTGAAACATTAAATGATGAATAAAAAATCA
Q  Q  A  I  D  Y  Q  L  L  T  Q  R  T  A  L  I  C  V  I  E  T  L  N  D  E  Q  K  I  M
TGTTTGAAAACATAAGCCATAACAAAACTTATGAAAATTCTAGATTTGAAAAAGATGATTTAGATAGTTAAGATGATGATGAAGA
  F  E  N  I  S  H  N  K  T  Y  E  N  S  R  F  E  K  D  D  L  D  S  Q  D  D  D  E  E 
AGAAGAAGATAAAGATTTCAGTTAAATGAAAATCATGAAAAAATGCAAAGTTAGGGATATGAATCAAAAATTGTCGTCTTCTATA
 E  E  D  K  D  F  S  Q  M  K  I  M  K  K  C  K  V  R  D  M  N  Q  K  L  S  S  S  I  
AAATATTTGCCAAAAAATAAAATTTAGAGTCCATCATTTAACACTTCTTAGCATATTTAGCATTATGAAGATTAATCTTTCAAAA
K  Y  L  P  K  N  K  I  Q  S  P  S  F  N  T  S  Q  H  I  Q  H  Y  E  D  Q  S  F  K  S
GCATTTCTAAGCCTTAATCTGCAATTGATTGTAAAATTTTAAAGTCCAATTTAAATAATTAGATTTCATAAAAATGTAAAGAAGC
  I  S  K  P  Q  S  A  I  D  C  K  I  L  K  S  N  L  N  N  Q  I  S  Q  K  C  K  E  A 
TTCAAGCCTTCTTGATGAAGTAGAACCTAGAAGAAGAGCTATGAAGAAATCTAAACAAATGAATTCACTAGAAGAAAATAGTTGT
 S  S  L  L  D  E  V  E  P  R  R  R  A  M  K  K  S  K  Q  M  N  S  L  E  E  N  S  C  
GAATCCGAGTAGAAAAATTAGTTTGTAAATAATTTAAAAAATATTGAATCAGGTTCAGATGAATCTAGTAGTGAAAGTGAAAGTG









  S  E  C  R  K  F  A  F  Q  S  S  T  Q  Q  N  K  K  E  K  K  T  K  S  K  E  L  K  D 
TGATGAGAAATGTAAAAGAGTAGATTAAAATAAATAATAAAATATAACTTTACCAAAGCTATAATATCAAACCACTCATTCCTTA
 D  E  K  C  K  R  V  D  Q  N  K  Q  Q  N  I  T  L  P  K  L  Q  Y  Q  T  T  H  S  L  
CTAAAACTTGAAGATTTACTCAATTTGGTAAATTCTGAAGGAATTTGGTAATTTGATGAAAATTTAATTACAAAACTATCTCAAA
L  K  L  E  D  L  L  N  L  V  N  S  E  G  I  W  Q  F  D  E  N  L  I  T  K  L  S  Q  I
TAGATTTAACTAAAGTTAAATAACTCACTACTTCGTTTGCAACCTGTGATGCTTTTATGACTTTATTCATATTAGTAATCCTTGA
  D  L  T  K  V  K  Q  L  T  T  S  F  A  T  C  D  A  F  M  T  L  F  I  L  V  I  L  E 
GAATAAATATGGCCAAGAGAAATCCAAATGGATTCTTATCTCTAAAAAATCTTTAAgttttattaaatcttaaattaaagaagaa














                               K  A  V  R  S  G  V  S  E
aatgaaatcttttaaatgatagAATACTATGATGGGTTTTATATAAATGAAATTAGAGATAATCAGATGGATATAAGAAAGAAAG
                        Y  Y  D  G  F  Y  I  N  E  I  R  D  N  Q  M  D  I  R  K  K  G
GGTCAAATTACTCCTTCCTTTTCATTTTTATAAAATTAAAAAGAGAGTTTGATAGCTGCTAATTAAATCATAATGTCTTCATAGA
  S  N  Y  S  F  L  F  I  F  I  K  L  K  R  E  F  D  S  C  Q  L  N  H  N  V  F  I  E 
ATTTGAATATTAATTGAAGTTTTAACAAAgtaaaaataaaatagataaaacaaagctttaataatgtggcaaatctgggccttga







            A  A  A  G  L  L  A  F  D  F  I  Y  P  Q  I  G  K  R  S  N  N  N  S  E  D
ACAAAAATGTTGATGTTTAAAGAAGAGCTAATTTTCAACCATTAAAAGATTTAGAATGTAAATTTAGAGAGATATTTTTTGATTT
  K  N  V  D  V  Q  R  R  A  N  F  Q  P  L  K  D  L  E  C  K  F  R  E  I  F  F  D  F 
TTATAAAATCGAAGGTACTAGATGGAAAGGACTTTTTTTTGGCTACTCAAATGATAATTATTGGATAGATGGTGCTGGATATTAA
 Y  K  I  E  G  T  R  W  K  G  L  F  F  G  Y  S  N  D  N  Y  W  I  D  G  A  G  Y  Q  
TTATCTGAGAACATATTTACAAATCTAATCAAAACTACACACGAACTTCATAATATGTGCTTAGAAGCTACAGATAGAGTATTAA
L  S  E  N  I  F  T  N  L  I  K  T  T  H  E  L  H  N  M  C  L  E  A  T  D  R  V  L  K
AAGATGATCTATTATTAAAAGAGGTCTTTGATATTCCTAAAGATATGTTTCCTATAATTCGAAAATCATGGGAAAATAGATAACT
  D  D  L  L  L  K  E  V  F  D  I  P  K  D  M  F  P  I  I  R  K  S  W  E  N  R  Q  L 
AGATTTGCTATCTCGCTATGACTTTATTTTAGGGAAAAATGGGTAATTATACTTTTTAGAAGTAAATGGTGATACTCCCTCTTGT
 D  L  L  S  R  Y  D  F  I  L  G  K  N  G  Q  L  Y  F  L  E  V  N  G  D  T  P  S  C  
ATCATTGAAGCAGGACAAGCTTAAAAGCTATGGGCTGAATAGTTCTAACTTCTTTAGTTTAATAATATAGATTTTGAGATCAAAT
I  I  E  A  G  Q  A  Q  K  L  W  A  E  Q  F  Q  L  L  Q  F  N  N  I  D  F  E  I  K  Q
AAGGTTTGTAAAAGATTATGGAGTAGAATGGAAAATCAAAGCTTTTTATGCTTTATAATTCAAGCTAGGAAGATAAGTGTACTTT
  G  L  Q  K  I  M  E  Q  N  G  K  S  K  L  F  M  L  Y  N  S  S  Q  E  D  K  C  T  F 
TAATTATTTACATTCTCTAATTAAACCTATATCAACAAATATTTCAATTGACATAAAAAACATTTCTTAAATAGACGATGTTATT
 N  Y  L  H  S  L  I  K  P  I  S  T  N  I  S  I  D  I  K  N  I  S  Q  I  D  D  V  I  
GAAAATGAATTAAAATCAGATAACTTTAAATCAAGTATTATTTTGAAGCAATACCCTTTTGAGTGGTTAGCATCTGAGTCTACTT
E  N  E  L  K  S  D  N  F  K  S  S  I  I  L  K  Q  Y  P  F  E  W  L  A  S  E  S  T  Y
ATAATTTTTTTACAAATCCTTAATTTTATGATAATAAATCATAAATAATGATTGAACCACCTTGGAAAATTATTATGTCTAATAA
  N  F  F  T  N  P  Q  F  Y  D  N  K  S  Q  I  M  I  E  P  P  W  K  I  I  M  S  N  K 
AGCTATGAGTGTGCTTTTGTATAACATGTTTCCCTAAAACCCTCATTTAGCAAAAGCTAGTCTAGGACCTATAAGATACGGAGGT








S  G  I  P  Q  V  S  K  Q  K  Y  G  R  E  G  D  S  I  I  L  S  N  Y  Y  K  G  D  F  E
AATCTTTCTAAACTGATTCTTACTAGAAATTTTCTTCAAAACCCATATTTTAAGAGTTTATCGATTCTGATCATCACTAACAAAG
  S  F  Q  T  D  S  Y  Q  K  F  S  S  K  P  I  F  Q  E  F  I  D  S  D  H  H  Q  Q  R 
ATACATTACGCTAAGCTGTTGGGTAATTTAAGGTAAACCTTGCGGTATAGTAATAAGAGAAGACCTGAATCCAATTATTGGATAA
 Y  I  T  L  S  C  W  V  I  Q  G  K  P  C  G  I  V  I  R  E  D  L  N  P  I  I  G  Q  
GGAAGCTCTGTTGTTCCTTATTATATTGAAAAAAAATAATCAGAAAATGAATAGTAAATATAAATAGATTTAATTACTGATACTA
G  S  S  V  V  P  Y  Y  I  E  K  K  Q  S  E  N  E  Q  Q  I  Q  I  D  L  I  T  D  T  T
CTCAGTCTAATATTAGGTAATCACTTTATGGAAAAGAAGAATTTAATTCAAATACTGACTTGATTAGATTACAAGAGAACATAAC
  Q  S  N  I  R  Q  S  L  Y  G  K  E  E  F  N  S  N  T  D  L  I  R  L  Q  E  N  I  T 
TGAAAAAAAGTAGTATGTTGACCCGTTATTTCAAAATAAAATAATCAGATAAAACAATTACTCCAGTTATTTATAGAAAAAAACT
 E  K  K  Q  Y  V  D  P  L  F  Q  N  K  I  I  R  Q  N  N  Y  S  S  Y  L  Q  K  K  T  
GTGATGAGCTCTACATAAAATAATTAGATGCACACCTAACTTTTTACTGATAGGCTTTTAGATGCATAATAGCCTAATTAAAATA
V  M  S  S  T  Q  N  N  Q  M  H  T  Q  L  F  T  D  R  L  L  D  A  Q  Q  P  N  Q  N  K
AGACTACTCATAGATAATCCGCTGGATCTACAGGAAAGAAGTTTAGTCCTCATTCCTGA
  T  T  H  R  Q  S  A  G  S  T  G  K  K  F  S  P  H  S  Stop
Figura 31A(II). Secuencia nucleotídica completa del gen TtGspS4 (TTHERM_00404210). La secuencia ami-
noacídica inferida se muestra debajo según el código de una letra. Los intrones se muestran en azul y en 
minúsculas. Las regiones sombreadas en amarillo indican la localización de los cebadores utilizados para la 






Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 7 2,89 0,033
24 h 4 1,87 0,795
Cobre
2 h 2 0,76 0,824
24 h 0,85 0,09 0,663
Arseniato
2 h 89 36 0,001
24 h 4 1,20 0,032
Plomo
2 h 6,5 1,90 0,026
24 h 5 1,45 0,088
Zinc
2 h 7 3,04 0,036
24 h 0,85 0,05 0,594
Paraquat 24 h 6 3,16 0,016
Medaniona 2 h 123 31 0,017
CDNB 2 h 13 2 0,001
pH 5 24 h 120 44 0,001
pH 9 24 h 0,77 0,30 0,109
Inanición 24 h 3 0,55 0,175
Tabla 1 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión del gen TtGCL, obtenidos por RT-PCR cuan-
titativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado amarillo destaca 
los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con un valor p< 0,05. 














Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 0,898 0,048 0,824 2,94 0,276 0,001
24 h 16,459 1,838 0,001 73,967 10,340 0,001
Cobre
2 h 0,901 0,120 0,652 1,436 0,272 ,0325
24 h 2,515 0,497 0,001 2,189 0,248 0,001
Arseniato
2 h 7,335 2,129 0,049 5,486 1,107 0,036
24 h 6,382 2,260 0,014 5,435 2,287 0,014
Plomo
2 h 1,936 0,089 0,836 2,331 0,297 0,667
24 h 1,985 0,081 0,834 1,367 0,282 0,829
Zinc
2 h 1,427 0,065 0,829 2,531 0,249 0,840
24 h 1,186 0,179 0,818 2,654 0,944 0,338
Paraquat 24 h 2,411 0,357 0,163 2,031 0,295 0,513
Medaniona 2 h 5,267 3,826 0,001 3,207 2,409 0,660
CDNB 2 h 12,875 1,183 0,036 38,268 4,554 0,001
pH 5 24 h 4,855 1,708 0,001 3,221 1,404 0,165
pH 9 24 h 2,280 0,255 0,001 2,014 0,375 0,171
Inanición 24 h 0,264 0,033 0,001 0,597 0,164 0,169
Tratamiento Tiempo
TtGSTM9 TtGSTM15
Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 1,249 0,254 0,0884 0,954 0,250 0,773
24 h 0,980 0,730 0,959 0,494 0,070 0,173
Cobre
2 h 1,779 0,024 0,086 1,349 0,420 0,854
24 h 1,173 0,940 0,938 0,384 0,050 0,153
Arseniato
2 h 0,725 0,144 0,766 1,488 0,360 0,846
24 h 2,049 0,225 0,087 0,487 0,020 0,467
Plomo
2 h 1,597 0,981 0,646 1,597 0,137 0,551
24 h 3,403 1,220 0,054 1,922 0,350 0,829
Zinc
2 h 1,542 0,077 0,414 1,542 0,341 0,485
24 h 23,952 11,320 0,040 1,323 0,240 0,840
Paraquat 24 h 61,115 4,790 0,001 0,872 0,120 0,321
Medaniona 2 h 0,982 0,044 0,746 0,982 0,072 0,984
CDNB 2 h 49,678 23,530 0,002 13,590 2,700 0,030
pH 5 24 h 2,088 0,884 0,489 1,221 0,237 0,844
pH 9 24 h 1,953 0,296 0,884 1,476 0,000 0,491
Inanición 24 h 0,881 0,007 0,798 0,759 0,110 0,489
Tabla 2 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTM3 y TtGSTM4, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 
un valor p< 0,05. Los valores de inducción son la media de 3 medidas independientes. 
Tabla 3 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTM9 y TtGSTM15, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 










Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 1,561 0,027 0,001 68,686 23,534 0,001
24 h 6,926 0,740 0,001 453,305 27,905 0,001
Cobre
2 h 1,182 0,141 0,513 12,625 1,423 0,015
24 h 0,656 0,042 0,153 7,232 0,956 0,001
Arseniato
2 h 4,334 0,219 0,030 34,801 2,922 0,001
24 h 3,135 2,003 0,836 26,069 3,334 0,001
Plomo
2 h 3,011 1,389 0,319 21,988 1,738 0,001
24 h 0,162 0,634 0,829 2,277 0,306 0,829
Zinc
2 h 15,997 0,404 0,001 12,052 1,849 0,001
24 h 0,438 0,063 0,840 7,169 0,784 0,001
Paraquat 24 h 0,394 0,043 0,178 1,906 0,211 0,824
Medaniona 2 h 0,402 0,331 0,650 2,206 1,864 0,830
CDNB 2 h 0,266 0,016 0,836 165,378 14,621 0,001
pH 5 24 h 0,853 0,493 0,829 2,390 0,860 0,501
pH 9 24 h 0,371 0,153 0,332 3,939 0,515 0,001
Inanición 24 h 0,088 0,006 0,001 0,256 0,033 0,001
Tabla 4 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión del gen TtGSTM17 y del grupo génico Tt-
GSTM27/28/29, obtenidos por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales 
pesados). El sombreado amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es 
decir, aquellos con un valor p< 0,05. Los valores de inducción son la media de 3 medidas independientes.
Tratamiento Tiempo
TtGSTM40 TtGSTM41/42/43
Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 1,485 0,150 0,341 2,910 1,089 0,001
24 h 0,797 0,088 0,824 134,540 38,161 0,001
Cobre
2 h 1,281 0,185 0,339 2,567 0,542 0,161
24 h 0,508 0,078 0,170 7,275 1,647 0,001
Arseniato
2 h 1,910 0,201 0,834 5,037 0,949 0,040
24 h 0,652 0,094 0,834 32,921 7,069 0,001
Plomo
2 h 0,718 0,080 0,818 5,684 1,102 0,001
24 h 1,301 0,141 0,818 2,537 0,689 0,666
Zinc
2 h 0,770 0,134 0,833 6,345 1,186 0,001
24 h 0,289 0,029 0,153 4,499 0,858 0,001
Paraquat 24 h 0,531 0,061 0,824 11,621 7,247 0,001
Medaniona 2 h 1,724 1,243 0,830 1,550 0,307 0,830
CDNB 2 h 0,820 0,079 0,836 35,065 7,684 0,017
pH 5 24 h 1,254 0,446 0,829 1,752 0,177 0,829
pH 9 24 h 1,388 0,157 0,840 2,208 0,201 0,508
Inanición 24 h 0,239 0,034 0,001 0,337 0,231 0,153
Tabla 5 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión del gen TtGSTM40 y del grupo génico Tt-
GSTM41/42/43, obtenidos por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales 
pesados). El sombreado amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es 









Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 1,495 0,094 0,824 0,662 0,052 0,653
24 h 3,525 0,664 0,024 1,079 0,275 0,830
Cobre
2 h 0,992 0,064 0,830 0,263 0,112 0,174
24 h 1,255 0,152 0,845 0,181 0,134 0,830
Arseniato
2 h 14,785 2,122 0,001 3,056 0,211 0,001
24 h 7,379 2,099 0,050 0,508 0,271 0,514
Plomo
2 h 1,283 0,245 0,750 0,544 0,549 0,671
24 h 2,367 0,414 0,001 1,257 0,926 0,796
Zinc
2 h 2,544 0,389 0,840 0,368 0,167 0,846
24 h 2,548 0,368 0,833 0,355 0,161 0,750
Paraquat 24 h 3,613 2,282 0,824 0,261 0,083 0,750
Medaniona 2 h 3,434 0,524 0,001 0,551 0,280 0,440
CDNB 2 h 108,530 30,977 0,001 85,570 0,113 0,016
pH 5 24 h 1,878 0,252 0,665 0,121 0,051 0,001
pH 9 24 h 1,316 0,148 0,840 0,164 0,061 0,834
Inanición 24 h 0,405 0,5 0,153 0,464 0,074 0,001
Tabla 6 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTM46 y TtGSTM47, obte-
nidos por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El som-
breado amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aque-
llos con un valor p< 0,05. Los valores de inducción son la media de 3 medidas independientes.
Tratamiento Tiempo
TtGSTO1 TtGSTO6
Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 9,645 0,492 0,001 9,148 1,049 0,001
24 h 23,903 4,071 0,001 14,611 2,617 0,001
Cobre
2 h 1,088 0,044 0,790 1,157 0,083 0,154
24 h 1,253 0,128 0,346 0,795 0,092 0,445
Arseniato
2 h 120,248 16,965 0,001 120,941 18,211 0,001
24 h 16,183 3,366 0,001 12,182 2,589 0,025
Plomo
2 h 4,338 0,801 0,029 1,797 0,350 0,883
24 h 12,105 0,776 0,001 3,620 0,325 0,001
Zinc
2 h 2,514 0,365 0,481 3,876 0,601 0,040
24 h 3,032 0,294 0,001 0,117 0,373 0,684
Paraquat 24 h 8,963 2,822 0,033 6,917 1,256 0,027
Medaniona 2 h 4,055 1,440 0,001 2,850 1,717 0,164
CDNB 2 h 66,158 18,946 0,001 175,931 0,960 0,001
pH 5 24 h 1,798 0,172 0,345 2,043 0,722 0,348
pH 9 24 h 1,515 0,138 0,839 1,157 0,599 0,824
Inanición 24 h 1,469 0,109 0,001 0,174 0,375 0,153
Tabla 7 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTO1 y TtGSTO6, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 










Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 2,518 0,19 0,001 3,783 0,249 0,001
24 h 12,268 2,348 0,001 17,373 2,98 0,001
Cobre
2 h 0,805 0,043 0,830 0,968 0,063 0,157
24 h 1,142 0,115 0,875 0,817 0,111 0,254
Arseniato
2 h 8,587 1,186 0,017 24,972 3,667 0,001
24 h 6,589 0,137 0,034 4,661 0,969 0,033
Plomo
2 h 3,659 0,701 0,037 2,389 0,472 0,007
24 h 4,250 0,996 0,001 4,521 0,629 0,001
Zinc
2 h 2,906 0,432 0,840 3,768 0,555 0,048
24 h 3,260 0,457 0,001 3,919 1,039 0,001
Paraquat 24 h 4,706 3,338 0,827 6,021 1,786 0,031
Medaniona 2 h 2,193 0,859 0,493 2,491 0,682 0,495
CDNB 2 h 44,825 21,767 0,001 30,775 9,071 0,001
pH 5 24 h 1,027 0,378 0,844 1,721 0,389 0,500
pH 9 24 h 1,303 0,523 0,839 0,541 0,507 0,981
Inanición 24 h 0,619 0,225 0,496 0,461 0,149 0,167
Tabla 8 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTT1 y TtGSTT3, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 
un valor p< 0,05. Los valores de inducción son la media de 3 medidas independientes.
Tratamiento Tiempo
TtGSTZ1 TtGSTZ2
Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 1,112 0,008 0,824 150,210 9,441 0,001
24 h 1,361 0,233 0,845 131,494 21,298 0,001
Cobre
2 h 0,902 0,050 0,830 10,653 1,866 0,001
24 h 0,315 0,033 0,157 1,914 0,637 0,661
Arseniato
2 h 3,496 0,489 0,036 53,168 8,023 0,001
24 h 0,596 0,124 0,818 3,908 0,775 0,834
Plomo
2 h 1,113 0,200 0,829 2,706 0,477 0,829
24 h 3,024 0,198 0,001 6,193 2,067 0,018
Zinc
2 h 1,307 0,189 0,840 6,650 0,892 0,001
24 h 1,585 0,138 0,827 0,960 0,186 0,833
Paraquat 24 h 0,921 0,053 0,824 11,738 3,363 0,016
Medaniona 2 h 0,416 0,141 0,511 2,679 0,815 0,178
CDNB 2 h 25,312 5,536 0,050 78,826 28,988 0,001
pH 5 24 h 0,382 0,271 0,486 3,622 1,022 0,001
pH 9 24 h 0,612 0,121 0,824 1,616 0,502 0,668
Inanición 24 h 0,206 0,013 0,153 0,767 0,020 0,154
Tabla 9 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTZ1 y TtGSTZ2, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 









Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 0,846 0,065 0,178 0,862 0,824 0,475
24 h 2,167 0,359 0,824 0,888 0,824 0,290
Cobre
2 h 0,918 0,179 0,659 8,780 0,153 0,045
24 h 0,621 0,203 0,170 3,069 0,830 0,010
Arseniato
2 h 2,153 0,429 0,834 0,472 0,171 0,180
24 h 5,327 0,818 0,001 0,544 0,171 0,685
Plomo
2 h 1,255 0,503 0,829 0,784 0,014 0,477
24 h 6,901 1,985 0,018 1,227 0,367 0,199
Zinc
2 h 2,490 0,438 0,840 3,802 1,500 0,001
24 h 1,631 0,389 0,833 1,282 0,480 0,829
Paraquat 24 h 4,464 2,761 0,827 0,228 0,040 0,178
Medaniona 2 h 3,523 0,438 0,001 2,550 0,874 0,338
CDNB 2 h 165,694 49,923 0,001 153,530 107,289 0,001
pH 5 24 h 1,062 0,288 0,844 0,072 0,018 0,062
pH 9 24 h 2,009 0,391 0,665 2,258 1,967 0,936
Inanición 24 h 0,481 0,083 0,167 0,245 0,050 0,153
Tabla 10 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGSTN1 y TtGSTN2, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 
un valor p< 0,05. Los valores de inducción son la media de 3 medidas independientes.
Tratamiento Tiempo
TtTrxR1 TtTrxR2
Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 3,062 1,002 0,023 73,998 11,753 0,018
24 h 1,689 0,898 0,129 4,650 3,570 0,066
Cobre
2 h 0,150 0,043 0,606 0,511 0,078 0,844
24 h 0,482 0,283 0,137 5,42 2,834 0,008
Arseniato
2 h 5,391 1,958 0,016 100,070 28,170 0,002
24 h 4,222 1,298 0,029 26,252 20,117 0,006
Plomo
2 h 3,344 0,508 0,024 2,464 0,384 0,024
24 h 2,050 0,474 0,830 3,267 0,971 0,030
Zinc
2 h 0,452 0,205 0,271 1,547 0,633 0,321
24 h 1,438 0,811 0,738 1,609 1,492 0,744
Paraquat 24 h 2,178 1,823 0,352 2,950 1,387 0,827
Medaniona 2 h 3,872 2,391 0,003 1,484 0,941 0,642
CDNB 2 h 5,410 1,254 0,006 186,841 78,748 0,001
pH 5 24 h 0,775 0,295 0,922 1,954 0,765 0,170
pH 9 24 h 0,591 0,218 0,273 1,968 0,830 0,771
Inanición 24 h 0,488 0,185 0,274 1,468 0,579 0,824
Tabla 11 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtTrxR1 y TtTrxR2, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 










Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 0,849 0,044 0,824 0,735 0,322 0,100
24 h 6,372 1,213 0,015 3,364 2,491 0,740
Cobre
2 h 0,444 0,062 0,830 0,636 1,048 0,830
24 h 2,190 1,387 0,121 0,942 0,952 0,933
Arseniato
2 h 0,788 0,204 0,678 1,768 0,722 0,857
24 h 4,121 1,617 0,019 5,078 0,011 0,005
Plomo
2 h 0,666 0,122 0,824 0,160 0,095 0,489
24 h 1,234 0,235 0,830 0,227 0,136 0,478
Zinc
2 h 0,537 0,188 0,169 0,672 1,013 0,829
24 h 2,579 2,012 0,997 0,132 0,100 0,410
Paraquat 24 h 5,124 2,360 0,048 1,439 1,095 0,357
Medaniona 2 h 2,799 1,814 0,929 4,203 2,938 0,016
CDNB 2 h 9,357 3,937 0,039 1,952 1,544 0,987
pH 5 24 h 0,440 0,280 0,936 0,360 0,364 0,307
pH 9 24 h 0,439 0,277 0,081 0,539 0,390 0,445
Inanición 24 h 0,786 0,497 0,936 1,258 0,900 0,988
Tabla 12 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtTrxR3 y TtTrxR4, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 
un valor p< 0,05. Los valores de inducción son la media de 3 medidas independientes.
Tratamiento Tiempo
TtTrxR5 (sin dominio TrxR) TtTrxR5 (con dominio TrxR)
Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 2,102 1,175 0,327 16,302 2,293 0,001
24 h 0,472 0,048 0,832 5,1259 1,529 0,001
Cobre
2 h 6,086 2,400 0,015 1,925 0,190 0,001
24 h 1,457 0,128 0,832 0,906 0,117 0,828
Arseniato
2 h 4,380 1,220 0,001 64,570 8,321 0,001
24 h 2,299 0,498 0,848 32,832 3,295 0,001
Plomo
2 h 0,772 0,370 0,824 1,875 0,534 0,841
24 h 0,929 0,100 0,830 1,956 0,845 0,864
Zinc
2 h 0,488 0,165 0,330 6,474 0,798 0,001
24 h 1,100 0,270 0,831 2,397 0,276 0,841
Paraquat 24 h 0,587 0,088 0,167 18,843 4,461 0,015
Medaniona 2 h 4,089 1,152 0,017 7,159 0,712 0,029
CDNB 2 h 2,046 0,651 0,828 2,830 0,887 0,668
pH 5 24 h 1,208 0,355 0,490 1,893 0,917 0,834
pH 9 24 h 0,422 0,033 0,001 1,236 0,458 0,836
Inanición 24 h 32,443 1,206 0,001 2,535 0,357 0,852
Tabla 13 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión del gen TtTrxR5 en dos dominios diferentes, 
obtenidos por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El 
sombreado amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, 









Inducción ds Valor p Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 0,309 0,260 0,340 0,280 0,063 0,151
24 h 0,340 0,347 0,496 3,747 0,445 0,001
Cobre
2 h 0,532 0,388 0,478 3,927 0,494 0,015
24 h 0,486 0,326 0,504 6,093 1,556 0,017
Arseniato
2 h 1,312 0,212 0,833 1,920 0,334 0,174
24 h 0,300 0,817 0,335 0,591 0,076 0,842
Plomo
2 h 0,403 0,140 0,824 0,845 0,059 0,840
24 h 0,317 0,042 0,830 1,202 0,032 0,756
Zinc
2 h 0,399 0,286 0,331 0,636 0,090 0,166
24 h 4,484 0,752 0,032 9,181 1,176 0,001
Paraquat 24 h 0,221 0,136 0,161 6,504 0,789 0,001
Medaniona 2 h 0,460 0,320 0,499 0,755 0,095 0,838
CDNB 2 h 1,259 1,031 0,824 212,250 26,750 0,001
pH 5 24 h 0,823 0,517 0,840 0,840 0,148 0,832
pH 9 24 h 0,415 0,092 0,081 0,897 0,116 0,832
Inanición 24 h 0,712 0,217 0,540 2,510 0,335 0,157
Tabla 15 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión de los genes TtGspS2 y TtGspS4, obtenidos 
por RT-PCR cuantitativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado 
amarillo destaca los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con 
un valor p< 0,05. Los valores de inducción son la media de 3 medidas independientes. 
Tratamiento Tiempo
TtGR1
Inducción ds Valor p
Cadmio
2 h 0,740 0,576 0,676
24 h 5,159 0,803 0,001
Cobre
2 h 1,813 0,857 0,514
24 h 0,657 0,660 0,845
Arseniato
2 h 205,079 80,814 0,001
24 h 107,730 23,397 0,001
Plomo
2 h 42,581 6,118 0,018
24 h 43,394 5,787 0,015
Zinc
2 h 0,406 0,158 0,167
24 h 0,171 0,025 0,175
Paraquat 24 h 0,482 0,066 0,175
Medaniona 2 h 0,842 0,287 0,833
CDNB 2 h 111,385 40,780 0,001
pH 5 24 h 0,718 0,111 0,741
pH 9 24 h 0,028 0,037 0,001
Inanición 24 h 0,243 0,043 0,151
Tabla 14 A(III). Valores de inducción relativa de la expresión del gen TtGR1, obtenidos por RT-PCR cuan-
titativa, bajo diferentes condiciones de estrés (incluyendo metales pesados). El sombreado amarillo destaca 
los valores de inducción que difieren significativamente del control, es decir, aquellos con un valor p< 0,05. 
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